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(57) Abstract: The invention relates to a method for production of a medicament containing a polypeptide, comprising at least one 
recombinant carbohydrate-binding polypeptide, or a functional fragment or derivative of said carbohydrate-binding polypeptide in a 
form stable to storage. Said polypeptide comprises polypeptides or functional derivatives thereof fused with cytotoxically effective 
peptides to give fusion proteins, or which are connected to a further polypeptide with a cytotoxic activity. The invention further 
^5 relates to the further formulation of the disclosed medicament to give medicaments of various dosage forms. 

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels enthaltend ein Polypeptid um- 
£2 fassend mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes Polypeptid oder funktionelles Fragment oder Derivat dieses carbohyd- 

ratbindenden Polypeptids in einer lagerungsstabilen Form. Das genannte Polypeptid umfasst Polypeptide oder funktionelle Derivate 

davon, welche mit zytotoxisch wirkenden Peptiden zu Fusionsproteinen fusioniert sind, oder welche mit einem weiteren Polypeptid 
£^ verbunden sind, welches eine zytotoxische Aktivitat besitzt. Dariiber hinaus beschreibt die Erfindung die Weiterformulierung der 

offenbarten Arzneimittel zu Arzneimittel verschiedener Darreichungsformen. 
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Stabile galenische gefriergetrocknete 
Arzneimittelzubereitung von rekombinanten 
carbohydratbindenden Polypeptiden 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels enthaltend 
ein Polypeptid umfassend mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes 
Polypeptid oder funktionelles Fragment oder Derivat dieses carbohydratbindenden 
Polypeptids in einer lagerungsstabilen Form. Das genannte Polypeptid umfaBt 
Polypeptide oder funktionelle Derivate davon, welche mit zytotoxisch wirkenden 
Peptiden zu Fusionsproteinen fusioniert sind, oder welche mit einem weiteren 
Polypeptid verbunden sind, welches eine zytotoxische Aktivitat besitzt. Dariiber 
hinaus beschreibt die Erfindung die Weiterformulierung der offenbarten Arzneimittel 
zu Arzneimittel verschiedener Darreichungsformen. 

Die medizinische Forschung hat in den letzten Jahren ein breites Spektrum von 
Erkrankungen aufgedeckt, die durch rekombinante Proteine behandelt werden 
konnen. Beispiele fur Proteine humanen Ursprungs sind Insulin, EPO und G-CSF, 
deren Darreichungsformen und Applikationsarten in verschiedenen europaischen 
Patentschriften beschrieben wurden. EP 0 430 200 B1 beschreibt die Anwendung 
von Humanproteinen zur subkutanen und intramuskularen Anwendung. Arzneimittel 
mit stabilisierten humanen Proteinen, die unter anderem Harnstoff oder 
verschiedene Aminosauren enthalten, sind aus EP 0 306 824 B1 bekannt. In 
diesem Patent werden als Beispiele EPO und G-CSF erwahnt. EP 0 607 156 B1 
beschreibt die Herstellung von konservierten Arzneimitteln mit Humanproteinen fur 
Infusions- oder Injektionszwecke. 

Allgemein bezieht sich der Begriff „rekombinant" auf solche Proteine, die mit Hilfe 
der rekombinanten DNA-Technologie hergestellt werden. Diese Verfahren 
umfassen die Klonierung des Gens, welches fur das jeweilige Protein kodiert, die 
Insertion der entsprechenden cDNA oder genomischen DNA in ein geeignetes 
Vektorsystem und die Transformation/Transfektion dieser Vektoren in geeignete 
Wirtsorganismen (Bakterien oder eukaryotische Zellen). Wird das klonierte Gen in 
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dem Wirtsorganismus exprimiert, so kann das entsprechende Protein aus 
Kulturuberstand (wenn das exprimierte Protein sezerniert wird) oder aus einem 
Homogenisat des Wirtsorganismus (wenn das entsprechende Protein intrazellular 
exprimiert wird) gewonnen werden. Verfahren zur Herstellung rekombinanter 
Proteine sind sowohl fur tierische als auch fur pflanzliche Proteine beschrieben. Ein 
Beispiel fur die genaue Vorgehensweise fur die Herstellung eines dimeren 
pflanzlichen Proteins wird in EP 0 751 221 B1 beschrieben. Dieses Patent 
beschreibt unter anderem die erstmalige erfolgreiche Klonierung der die ML- 
Untereinheiten kodierenden Gene. Daruber hinaus wird in diesem Patent auch die 
Verwendung dieser dimeren, rekombinant hergestellten, pflanzlichen Proteine zur 
Herstellung von Arzneimitteln beschrieben. 

Die Verwendung von Mistelextrakten (Extrakte von Viscum album) als Heilmittel 
sind schon seit Jahrhunderten bekannt. Als wirksamer Bestandteile dieser Extrakte 
wurden hierbei als Lektine bezeichnete Inhaltsstoffe identifiziert. Bei diesen Lektinen 
handelt es sich urn EiweiBstoffe, die sehr spezifische Kohlenhydratstrukturen auch 
in lipid- oder proteingebundener Form erkennen und an diese binden. Mistellektin, 
das als Ribosomen inaktivierendes Protein der Klasse II charakterisiert wurde, wirkt 
pharmakologisch nur durch das Zusammenspiel seiner beiden Untereinheiten. Die 
B-Kette des Mistellektins, die Sequenzmotive mit spezifischen 
kohlenhydratbindenden Eigenschaften besitzt, ist hierbei fur den Transport des 
Proteins in die Zielzelle verantwortlich. In der Zielzelle blockiert dann die A- 
Untereinheit durch ihre enzymatische rRNA-N-Glycosidase-Aktivitat den 
ribosomalen Stoffwechsel der Zelle und lost auf diese Weise einen programmierten 
Zelltod (Apoptose) in dieser aus. 

Die bisher aus dem Stand der Technik bekannten Arzneimittelpraparate enthalten 
im allgemeinen Humanproteine, humanisierte Proteine, Extrakte enthaltend 
pflanzliche Proteine oder aus Pflanzen isolierte Proteine. Entscheidend fur die 
Wirksamkeit von Proteine enthaltenden Praparaten ist der Erhalt der biologischen 
Aktivitat dieser Proteine. Fur rViscumin ist dies zum Beispiel die dimere Struktur und 
der Erhalt der den Einzelketten zuzuordnenden Aktivitaten und der spezifischen 
pharmakologischen Wirkungsweise dieser Molekule. Der Erhalt dieser biologischen 
Aktivitaten ist stark abhangig vom pH-Wert der die Proteine enthaltenden Losung 
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(siehe Figur 1). Daruber hinaus beeinflussen die Lagerungsbedingungen der 
jeweiligen Zubereitung die Stabilitat eines Arzneistoffs/eines Arzneimittels. 

In dem europaischen Patent EP 0 602 686 B1 wurde die Wirkungsweise der 
Mistelpflanze und der daraus gewonnenen Extrakte zur Behandlung von 
Krankheiten beschrieben. Mistelextrakte werden, wie in dieser Beschreibung 
ausgefiihrt, seit Jahrhunderten therapeutisch genutzt. Seit Anfang dieses 
Jahrhunderts werden Mistelpraparate zur Krebstherapie mit unterschiedlichem 
Erfolg angewandt (Bocci, 1993; Gabius et al., 1994; Gabius & Gabius, 1994; 
Ganguly & Das, 1994). Hajto et al. (1989, 1990) konnte zeigen, daB die 
therapeutischen Effekte insbesondere durch sogenannte Mistellektine (Viscumine, 
Viscum album Agglutinine, VAA) vermittelt werden. Es wird neben einer 
zytotoxischen Wirkung heute insbesondere eine (unspezifische) Immunstimulation 
diskutiert, deren positive Effekte zur begleitenden Therapie und zur Nachsorge von 
Tumorpatienten ausgenutzt werden. Eine Steigerung der Lebensqualitat bei solchen 
Patienten wird moglicherweise durch die Ausschuttung korpereigener Endorphine 
vermittelt (Heiny und Beuth, 1994). 

Zahlreiche Untersuchungen in vitro (Hajto et al., 1990; Mannel et al., 1991; Beuth et 
al., 1993a) und in vivo (Hajto, 1986; Hajto et al., 1989, Beuth et al., 1991; Beuth et 
al., 1992), sowie klinische Studien (Beuth et al., 1992) belegen die durch Mistellektin 
vermittelte erhohte Freisetzung von inflammmatorischen Zytokinen (TNF-ot, IL-1, IL- 
6) sowie eine Aktivierung von zellularen Komponenten des Immunsystems (TH- 
Zellen, NK-Zellen). 

Als aktives Prinzip der Mistelextrakte wird heute ein 60kDa Mistellektin-Protein 
angesehen, das auf biochemischen Weg aus Extrakten gewonnen werden kann 
(Franz et al., 1977; Gabius et al., 1992). Das ML-Protein besteht aus zwei kovalent 
S-S verbruckten Untereinheiten, dessen A-Kette fur eine enzymatische Inaktivierung 
von Ribosomen (Endo et al., 1988) und dessen B-Kette fur die Carbohydratbindung 
verantwortlich ist. Die biologische Aktivitat wird korreliert mit dem Erhalt der 
Lektinaktivitat der B-Kette (Hajto et al., 1 990). 
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Die Verwendung einer Arzneiform bzw. einer Arzneizubereitung mit rViscumin als 
aktiver Komponente stellt eine interessante und vorteilhafte Alternative zur 
pflanzlichen Zubereitung dar, da sich nun die Moglichkeit ergibt, eine chemisch 
klassifizierte Substanz als Medikament einzusetzen. Gerade im Hinblick auf die 
hohe Toxizitat des Mistellektins ist durch die Verwendung von rekombinant 
hergestellten Proteinen eine gute Vertraglichkeit durch eine exakte Dosierung 
moglich. Von besonderem Vorteil ist hierbei eine Arzneiform bzw. eine 
Arzneizubereitung, die uber einen langen Zeitraum, d.h. uber mehrere Monate und 
vorzugsweise mindestens ein Jahr, lagerungsstabil ist. Die Lagerung der Arzneiform 
bzw. Arzneizubereitung in dieser lagerungsstabilen Form sollte daruber hinaus 
einfach und ohne groBen technischen Aufwand moglich sein. Des weiteren sollte 
die Arzneiform bzw. Arzneizubereitung, wenn dessen lagerungsstabile Form nicht 
der Darreichungsform entspricht, einfach, zu einer entsprechenden 
Darreichungsform weiterformulierbar sein. Mit wassrigen Rezepturen nach dem 
Stand der Technik sind Lagerungszeiten von unter 10 Wochen (2,5 Monate) bei den 
Lagerungsbedingungen 2 - 8 °C (Kuhlschrank) zu realisieren. 

Das der vorliegenden Erfindung zugrundeliegende technische Problem war somit 
die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung eines Arzneimittels Oder 
Arzneimittelzubereitung in einer langzeit-lagerungsstabilen Form, die eine einfache 
Handhabung sowohl wahrend der Lagerung, als auch bei der Verabreichung und 
gegebenenfalls bei deren Vorbereitung gewahrleistet. Das erfindungsgemaBe 
Arzneimittel soil hierbei mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes 
Polypeptid Oder ein funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptids 
umfassen, daruber hinaus gegebenenfalls enthaltend einen pharmakologisch 
vertraglichen Trager. 

Dieses technische Problem wird durch die in den Anspruchen charakterisierten 
Ausfuhrungsformen gelost. 

Folglich betrifft die vorliegende Erfindung ein Verfahren zur Herstellung eines 
Arzneimittels, enthaltend ein Polypeptid, umfassend mindestens ein rekombinantes 
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carbohydratbindendes Polypeptid Oder funktionelles Fragment oder Derivat dieses 
Polypeptids, in einer langzeit-lagerungsstabilen Form, daruber hinaus 
gegebenenfalls enthaltend einen pharmakologisch vertraglichen Trager, umfassend 
den Schritt des Abkuhlens, Einfrierens, Spruhtrocknens oder Gefriertrocknens unter 
Erhalt der pharmakologischen Eigenschaften des Polypeptids in der Losung, wobei 
die Losung dadurch gekennzeichnet ist, daB der pH-Wert der Losung groBer als pH 
6,0 ist und ein im Losungsmittel enthaltenes Puffersystem die Aufrechterhaltung 
dieses pH-Werts gewahrleistet. 

Rekombinante Polypeptide und Proteine konnen ausgehend von den entsprechen- 
den klpnierten Genen unter Anwendung von konventionellen molekularbiologischen 
Methoden dargestellt werden. Diese werden unter anderem in dem Lehrbuch 
„Gentechnologie" (Old und Primrose, 1992) oder in den Laborhandbuchern 
„Methods for General and Molecular Bacteriology" (Gerhardt et al., Chapter 18) oder 
..Molecular Cloning: A Laboratory Manual" (Sambrook et al. 1993) beschrieben. 

ErfindungsgemaB ist ein „carbohydratbindendes Polypeptid" ein Polypeptid, welches 
die Eigenschaft besitzt spezifisch an bestimmte Carbohydrate zu binden. Beispiele 
fur solche Carbohydrate sind Galaktose, N-Acetyl-Galaktosamin, modifizierte 
Galaktose, Neuraminsauren niedermolekulare Saccharide und Oligosaccharide mit 
endstandiger Galaktose und/oder endstandiger Galaktosamineinheiten bzw. 
modifizierten Galaktoseeinheiten oder endstandiger Neuraminsaureeinheiten, und 
Peptide und Lipide mit entsprechender Carbohydratfunktion. ErfindungsgemaBe 
„funktionelle Fragmente oder Derivate dieses Polypeptids" sind dadurch 
charakterisiert, daB diese ebenso eine Spezifitat fur die Bindung an die oben 
genannten Carbohydrate besitzen. 

Die Verwendung von erfindungsgemaBen Polypeptiden, wie z.B. rViscumin und 
andere pflanzliche, dimere Polypeptide der Klasse II der Ribosomen- 
inaktivierenden-Proteine (RIP II) zur Herstellung von hochwirksamen Arzneimitteln 
ist unter anderem in EP 0 751 221 B1 beschrieben. Diese Arzneimittel werden 
bevorzugt jedoch spatestens nach einem Jahr nach der Herstellung verabreicht. 

Ein Arzneimittel oder eine Arzneimittelzubereitung gilt im Sinne der Erfindung als 
lagerungsstabil, wenn dies uber einen langen Zeitraum, d.h. mehrere Monate und 
zwar mindestens uber sechs Monate, gelagert werden kann, ohne daB ein 
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signifikante Veranderung der spezifischen Eigenschaften der 
Arzneimittelzubereitung und des Polypeptids und der damit verbundenen 
Wirksamkeit dieses Arzneimittels oder der Zubereitung beobachtet wird. Bevorzugt 
ist in diesem Zusammenhang eine lagerungsstabile Form von erfindungsgemaBen 
Arzneimitteln oder Arzneimittelzubereitungen, die uber einen Zeitraum von 1, 2, 3, 4 
Oder 5 Jahren gelagert werden, bevorzugt unter marktublichen und durch die 
Distributoren und Anwender einzuhaltende Lagerungsbedingungen (2-8°C und/oder 
Umgebungstemperatur unter 25°C) gelagert werden konnen, ohne daf3 ein 
signifikante Veranderung der spezifischen Eigenschaften der 
Arzneimittelzubereitung und des Polypeptids und der damit verbundenen 
Wirksamkeit dieses Arzneimittels oder der Zubereitung eintritt. Daher betrifft die 
Erfindung besonders gut handhabbare Lagerungs- und Transportformen der hierin 
beschriebenen Polypeptide. 

Die erfindungsgemaBe Arzneimittelformulierung erfolgt gegebenenfalls in 
Kombination mit einem „pharmakologisch vertraglichen Trager" und/oder 
Verdunnungsmittel. Beispiele fur besonders geeignete pharmakologisch vertragliche 
Trager sind dem Fachmann bekannt und umfassen gepufferte Kochsalzlosungen, 
Wasser, Emulsionen wie z.B. Ol/Wasser-Emulsionen, verschiedene Arten von 
Detergenzien, sterile Losungen, etc. Arzneimittel, die solche Trager umfassen, 
konnen mittels bekannter konventioneller Methoden formuliert werden. Diese 
Arzneimittel konnen einem Individuum in einer geeigneten Dosis verabreicht 
werden. Die Verabreichung kann oral oder parenteral erfolgen, z.B. intravenos, 
intraperitoneal, subcutan, intramuskular, lokal, intranasal, intrabronchial oder 
intradermal, oder uber einen Katheter an einer Stelle in einer Arterie. Die Art der 
Dosierung wird vom behandelnden Arzt entsprechend den klinischen Faktoren 
bestimmt. Es ist dem Fachmann bekannt, daB die Art der Dosierung von 
verschiedenen Faktoren abhangig ist, wie z.B. der KorpergroBe bzw. dem Gewicht, 
der Korperoberflache, dem Alter, dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit 
des Patienten, aber auch von dem speziell zu verabreichenden Mittel, der Dauer 
und Art der Verabreichung, und von anderen Medikamenten, die moglicherweise 
parallel verabreicht werden. Eine typische Dosis kann z.B. in einem Bereich 
zwischen 0,001 und 1000 jjg liegen, wobei Dosen unterhalb oder oberhalb dieses 
beispielhaften Bereiches, vor allem unter Berucksichtigung der oben erwahnten 



WO 03/030866 



PCT7EP02/11093 



7 

Faktoren, vorstellbar sind. Im allgemeinen sollte sich bei regelmaBiger 
Verabreichung der erfindungsgemaBen Zusammensetzung die Dosis in einem 
Bereich zwischen 10 ng- und 10 mg-Einheiten pro Tag bzw. pro Applikationsintervall 
befinden. Wird die Zusammensetzung intravenos verabreicht sollte sich die Dosis in 
einem Bereich zwischen 1 ng- und 0,1 mg-Einheiten pro Kilogramm Korpergewicht 
pro Minute befinden. 

Die Zusammensetzung der Erfindung kann lokal oder systemisch verabreicht 
werden. Praparate fur eine parenteral Verabreichung umfassen sterile waBrige 
Oder nicht-waBrige Losungen, Suspensionen und Emulsionen. Beispiele fur nicht- 
waBrige Losungsmittel sind Propylenglykol, Polyethylenglykol, pflanzliche Ole wie 
z.B. Olivenol, und organische Esterverbindungen wie z.B. Ethyloleat, die fur 
Injektionen geeignet sind. WaBrige Trager umfassen Wasser, alkoholisch-waBrige 
Losungen, Emulsionen, Suspensionen, Salzlosungen und gepufferte Medien. 
Parenteral Trager umfassen Natriumchlorid-Losungen, Ringer-Dextrose, Dextrose 
und Natriumchlorid, Ringer-Laktat und gebundene Ole. Intravenose Trager 
umfassen z.B. Flussigkeits-, Nahrstoff- und Elektrolyt-Erganzungsmittel (wie z.B. 
solche, die auf Ringer-Dextrose basieren). Die erfindungsgemaBe 
Zusammensetzung kann auBerdem Konservierungsmittel und andere Zusatze 
umfassen, wie z.B. antimikrobielle Verbindungen, Antioxidantien, Komplexbildner 
und inerte Gase. Des weiteren konnen, abhangig von der beabsichtigten 
Verwendung, Verbindungen wie z.B. Interleukine, Wachstumsfaktoren, 
Differenzierungsfaktoren, Interferone, chemotaktische Proteine oder ein 
unspezifisches immunmodulatorisches Agens enthalten sein. 
Die verwendeten Puffersubstanzen sind geeignet, wahrend der Phase des 
Abkuhlens, Einfrierens, Spruhtrocknens oder Gefriertrocknens den eingestellten pH- 
Wert innerhalb der beschriebenen Bereiche aufrecht zu erhalten. Die 
Puffersubstanzen werden bevorzugt so gewahlt, daB bei einer geringen 
Pufferkapazitat eine Veranderung des eingestellten pH-Wertes der Losung wahrend 
des Gefriervorgangs zu niedrigeren Werten nicht moglich ist. Durch die 
Aufrechterhaltung eines hohen pH-Bereichs wahrend des 
Gefriertrocknungsvorgangs wird die Stabilitat des Polypeptids gewahrleistet. Eine 
geringe Pufferkapazitat ist des weiteren fur eine fertig applizierbare Injektionslosung 
bevorzugt. In Beispiel 1 ist ein Verfahren zur Uberprufung des pH-Werts wahrend 
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der Abkuhlung, bzw. des Gefrierens von Arzneimittelzubereitungen beschrieben. Mit 
Hilfe dieses oder ahnlicher Verfahren lassen sich Puffersubstanzen bestimmen, die 
fur das erfindungsgemaBe Verfahren geeignet sind. 

Im Stand der Technik ist eine Vielzahl von Arzneimitteln beschrieben, die in 
gepufferten Losungen niedermolekulare, oligomere Verbindungen, (incl. Peptide) 
und hoch molekulare Verbindungen (incl. Polypeptide) enthalten. Ebenfalls sind fur 
eine Vielzahl von solchen Arzneimitteln, die entsprechende Verbindungen enthalten, 
welche uber einen weiten pH-Bereich stabil sind, Verfahren zur Verbesserung der 
Lagerungseigenschaften beschrieben und dem Fachmann bekannte. Beispiele 
hierfur sind Verfahren, die das Einfrieren, Spruhtrocknen oder Gefriertrocknen der 
Arzneimittel umfassen. Aufgrund dieser pH-Wert unabhangigen Stabilitat war bisher 
keine spezifische Kontrolle des pH-Werts wahrend des Gefrier- oder Spruh- 
trocknungsvorgangs als notwendig beschrieben worden. Ebenso sind ubliche 
Gefriertrocknungsanlagen zur Herstellung von Arzneimitteln und Arzneimittel- 
zubereitungen nicht mit Vorrichtungen zur pH-Wert-Kontrolle ausgestattet. 
Bei der Anwendung solcher bekannten Verfahren wurde uberraschenderweise 
festgestellt, daB die Lektineigenschaften von rViscumin und anderer pflanzlicher, 
dimerer Polypeptide der Klasse II der Ribosomen-inaktivierenden-Proteine (RIP II) 
unter bestimmten Umstanden sensitiv fur den pH-Wert des jeweiligen in diesen 
Verfahren eingesetzten Losungsmittels sein konnen. Starke Schwankungen dieses 
Wertes und besonders ein stark saures Milieu konnen einen gewissen Verlust 
spezifischer Lektineigenschaften zur Folge haben. Entsprechend ist die Aufrecht- 
erhaltung des vorher bestimmten pH-Bereichs ein notwendiges Merkmal des 
erfindungsgemaBen Verfahrens. Zur Aufrechterhaltung dieser spezifischen Eigen- 
schaften ist eine pH-Wert-Kontrolle der Losung in alien Verarbeitungsstufen notwen- 
dig, urn die Stabilitat des Polypeptids zu gewahrleisten. In Beispiel 1 ist Verfahren 
zur Uberprufung des pH-Werts wahrend der Abkuhlung, bzw. des Gefrierens von 
Arzneimittelzubereitungen beschrieben. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsform umfaBt das beschriebene Verfahren ein 
Polypeptid, enthaltend 
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(a) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein funktionelles 
Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches fusioniert ist mit einern 
zytotoxisch wirkenden Peptid zu einem Fusionsprotein; 

(b) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein funktionelles 
Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches verbunden ist mit einem 
weiteren Polypeptid, welches eine enzymatische rRNA-N-Glycosidase Aktivitat 
besitzt; 

(c) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein funktionelles 
Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches verbunden ist mit einem 
weiteren Polypeptid, bei dem eine enzymatische rRNA-N-Glycosidase Aktivitat 
durch eine andere zytotoxische Aktivitat ersetzt wurde; oder 

(d) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein funktionelles 
Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches verbunden ist mit einem 
Fusionsprotein, umfassend ein Polypeptid mit einer enzymatischen rRNA-N- 
Glycosidase Aktivitat und/oder einer anderen zytotoxischen Aktivitat. 

Entsprechend dieser bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung ist das 
rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein funktionelles Fragment oder 
Derivat dieses Polypeptids an ein weiteres Peptid gebunden, welches eine 
zytotoxische Aktivitat besitzt. Diese Bindung der Peptide kann sowohl kovalent sein, 
als auch eine Bindung, die auf anderen physiko-chemische Wechselwirkungen 
beruht. Beispiele fur die kovalente Bindung der erfindungsgemaBen Peptide 
umfassen sowohl Peptidbindungen, die u.a. charakteristisch fur Fusionsproteine 
sind, als auch Disulfid-Bindungen. 

Im Sinne der Erfindung ermoglicht das carbohydratbindende Polypeptid oder 
funktionelle Fragment oder Derivat dieses Polypeptids eine Interaktion des Proteins 
mit der Zelloberflache der Zielzelle. Im AnschluB wirkt das Peptid mit zytotoxischer 
Aktivitat entweder direkt an der Zelloberflache (z.B. durch Bildung von Poren in der 
Zellmembran) oder nach Aufnahme in die Zelle (z.B. durch Inhibition oder 
Zerstorung der Proteinbiosynthese, durch Induktion einer Apoptosesignalkaskade 
oder durch Inhibition oder Zerstorung der Mitochondrienaktivitat). Die zytotoxische 
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Aktivitat kann durch verschiedene, dem Fachmann bekannte Tests uberpruft 
werden („JAM-Test" siehe Matzinger (1991), „ 51 Cr-Freisetzungstest u , „Propidium- 
lodid-Farbung von Zellen" oder „Annexin-V Test" siehe Dulat (2001)). 

Beispiele fur Peptide mit enzymatischer rRNA-N-Glycosidase Aktivitat von 
Ribosomen-inaktivierenden-Proteinen (RIP's) sind u. a. von Endo et al. (1988 und 
1989) und in einem Ubersichtsartikel von Peumans et al. (2001) beschrieben. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens ist das 
rekombinante carbohydratbindende Polypeptid die B-Kette eines Ribosomen- 
inaktivierenden Proteins. 

In einer anderen, ebenfalls bevorzugten Ausfuhrungsform ist das weitere 
Polypeptid, welches mit dem rekombinanten, carbohydratbindenden Polypeptid 
verbunden ist, die A-Kette eines Ribosomen-inaktivierenden Proteins. 

In einer daruber hinaus bevorzugten Ausfuhrungsform entspricht die B-Kette 
und/oder A-Kette des Ribosomen-inaktivierenden Proteins der B-Kette Oder A-Kette 
eines Ribosomen-inaktivierenden Proteins des Typ II. Dieses Ribosomen- 
inaktivierende Protein des Typ II ist bevorzugt rViscumin. Sowohl die Funktion, als 
auch die rekombinante Darstellung des Holoenzyms rViscumin als Beispiel fur ein 
Ribosomen-inaktivierendes Protein ist in EP 0 751 221 B1 beschrieben. 

In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens wird gewahrleistet, 
daR der pH-Wert der Losung zwischen 6,0 und 9,0 liegt, weiter bevorzugt ist ein pH- 
Wert der Losung zwischen 7,5 und 8,5. Wie in den Beispielen illustriert, ist ein pH 
von 8,0 besonders bevorzugt. Ein weniger bevorzugter pH Bereich der Losung ist 
der Bereich oberhalb von pH 12, da bei diesen hoheren pH-Bereichen 
Desamidierungen zu erwarten sind und sich damit die Eigenschaften des 
Polypeptids als arzneilicher Wirkstoff andern wurde. Ohne hohere pH-Bereiche 



WO 03/030866 



PCTYEP02/11093 



11 

auszuschlieBen ist daher im erfinderischen Verfahren in der Regel ein pH-Bereich 
von gr63er als pH 6,0 und kleiner als pH 12 zu wahlen. Jedoch kann der Fachmann 
durchaus auch pH-Bereiche iiber pH 12 wahlen. Es ist dann jedoch bevorzugt, dass 
der pH-Wert des Arzneimittels vor Verabreichung an den Patienten auf einen 
physiologischen pH-Bereich eingestellt wird. das Ein Verfahren zur Kontrolle des 
pH-Werts wahrend der Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist in 
Beispiel 1 beschrieben. 

Ebenfalls bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das oder die Salze des Puffersystems 
in einem Endkonzentrationsbereich von 0,6% bis 2,4% (5 mM bis 200 mM) 
eingesetzt werden. Weiter bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das oder die Salze 
des Puffersystems in einem Endkonzentrationsbereich von 100 mM bis 200 mM 
eingesetzt werden. Entsprechend ist z.B. eine Endkonzentration fur Tris-Base von 
100 bis 200 nM (1,2% bis 2,4%) bevorzugt, da in alien im Zuge dieser Erfindung 
durchgefuhrten Studien mit optimierten Formulierungen ein ProzeR-bedingter 
Verlust von rViscumin von nur 5% beobachtet wurde. Fur den 
Endkonzentrationsbereich von 20 mM bis 100 mM wurde ein entsprechender 
Verlust im Bereich von 10 bis 15 % detektiert. Wie in den Beispielen gezeigt, wurde 
fur eine Endkonzentration unterhalb der optimalen Konzentration von 20mM ein 
entsprechender Verlust im Bereich von 10 bis 20% detektiert. 

Im Zusammenhang mit dieser Erfindung bedeutet der Begriff „Endkonzentration" die 
Konzentration der Losung in Masse/Volumen (m/V), die der Fachmann vor dem 
Abkuhlungs-, Einfrierungs-, Spruhtrocknungs- oder Gefriertrocknungs-prozesses 
einstellt. 

Daruber hinaus bevorzugt ist ein Verfahren, wobei das oder die Salze des 
Puffersystems ausgewahlt ist aus der Gruppe umfassend: TRIS/HCI, TRICIN/HCI, 
HEPES/HCI, Ammoniumcarbonatpuffer, TRIS/Glutaminsaure und TRIS/Asparagin- 
saure. Wie unter anderem in den angehangten Beispielen beschrieben, 
gewahrleisten diese Puffersysteme fur die gewahlten Kombinationen von 
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Ausgangsstoffen eine Aufrechterhaltung eines hohen pH-Werts in den 
entsprechenden Losungen wahrend einer Gefrierphase. Aus diesem Grunde leisten 
die entsprechenden Puffersysteme einen entscheidenden Beitrag fur die Stabilitat 
des Polypeptids. 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahren 
wird zur Stabilisierung der pharmakologischen Eigenschaften des Polypeptids der 
Losung eine oder mehrere, oberflachenaktive Substanzen enthalt. Diese 
oberflachenaktive Substanzen dienen als Netzmittel, setzten folglich die 
Oberflachenspannung eine Losung herunter und begunstigen eine Benetzung von 
Lyophilisates mit einer Rekonstitutionslosung. Daruber hinaus besetzen diese Stoffe 
sogenannte „hot spots" an den Wandungen der verwendeten ZubereitungsgefaBe 
und Primarpackmittel, an denen beispielsweise rViscumin als hydrophobes Protein 
bevorzugt gebunden werden kann. In Abwesenheit von Netzrnitteln sind Verluste an 
Protein, bzw. Proteinaktivitat wahrend des Herstellungs- und 
Verpackungsprozesses und in den Arzneimittellosungen wahrscheinlich. Daruber 
hinaus ist der Zusatz von Netzrnitteln von Vorteil, um Verluste nach der 
Rekonstitution des gefriergetrockneten Pulvers zu vermeiden. Solche Verluste 
hatten eine ungenaue Dosierung zur Folge. 

Bevorzugt werden hierbei nicht-ionische Tenside als oberflachenaktiven 
Substanzen, wobei diese in einer Endkonzentrationsbereich von 0,01 bis 5,0 % 
eingesetzt werden. 

Bevorzugte nicht-ionische Tenside sind ausgewahlt sind aus der Gruppe 
umfassend: Fettalkohole, Partialglyceride, Polysorbate, Polyoxyethylen- 
fettsaureether und -fettsaureester, Poloxamere (Polyoxypropylen-Polyoxyethylen- 
Blockpolymere), Saccharidfettsaureester, Polyoxyethylensorbitolether und - 
fettsaureester, Polyoxyglycerolfettsaureester und Phosphatide. 

Bevorzugte Beispiele fur Polysorbate sind ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 
Polysorbat 80, Polysorbat 20. 
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Daruber hinaus bevorzugt sind die Polyoxyethylenfettsaureether und -fettsaureester 
Macrogolether oder Macrogolester, das Poloxamer Pluronic F68, Poloxamer 166 
Oder 188 und die Phosphatide, wie z.B. Lecithine. In diesem Zusammenhang sind 
auch Derivate von Lecithinen aus Soja- oder Huhnereiweiss umfaBt. 

Ebenfalls bevorzugt sind als oberflachenaktiven Substanzen sind amphotere 
Tenside, die in einer Endkonzentrationsbereich von 0,01 bis 5,0 % eingesetzt 
werden. 

In einer ebenfalls bevorzugten Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen 
Verfahrens werden der Losung fur eine Gefriertrocknung ein oder mehrere 
Lyoprotektoren in einem Endkonzentrationsbereich von 0,1 bis 20 % und/oder 
Kryoprotektoren in einem Endkonzentrationsbereich von 0,01 bis 1 ,0 % zugesetzt. 
Lyoprotektoren dienen in diesem Zusammenhang dem Schutz der Substanzen bei 
der Trocknung, Kryoprotektoren haben eine entsprechende Aufgabe wahrend des 
Gefrierens. Die hier angegebenen Endkonzentrationsbereiche fur den Einsatz von 
Lyoprotektoren und/oder Kryoprotektoren gelten als bevorzugt, folglich sind durch 
das erfindungsgemaBe Verfahren auch Endkonzentrationsbereiche umfaBt, die 
auBerhalb der bevorzugten Endkonzentrationsbereichs liegen. Die Lyoprotektoren 
werden bevorzugt in einem Endkonzentrationsbereich von 4,0 bis 10 % eingesetzt. 
In Kombination mit den Lyoprotektoren oder auch in deren Abwesenheit werden die 
Kryoprotektoren bevorzugt in einem Endkonzentrationsbereich von 0,05 bis 0,1 % 
der Losung zugesetzt. 

Daruber hinaus bevorzugt werden die Lyoprotektoren ausgewahlt aus der Gruppe 
umfassend: 

a) niedermolekulare Saccharide wie Glucose, Trehalose und Sucrose; 

b) Hexite wie Mannitol (Mannit) und Sorbitol (Sorbit); 

c) oligomere und polymere Saccharide wie cyclisches beta- 
Hydroxypropylcyclodextrin, Cyclodextrine, Cellulose, Starke, Carboxy- 
amylopektin, Chitosane und deren Derivate; 

d) anorganische Gelbildner wie Bentonite und Siliciumdioxid; und 

e) synthetische polymere wie Polyvinylpyrrolidone und Polyacrylate. 
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Vorzugsweise werden Dextrane mit einem molekularen Masse von 1000 bis 100000 
Da und besonders bevorzugt von 1000 - 10000 Da verwendet. Wie in den hierin 
beschriebenen Beispielen dokumentiert, stellen Dextrane bevorzugte 
Lyoprotektoren dar, die vorzugsweise ohne Mannit verwendet werden konnen, 
jedoch durchaus auch zusammen mit anderen Lyoprotektoren im erfinderischen 
Verfahren genutzt werden konnen. Wie die Beispiele zeigen, konnen Dextrane 
vorzugsweise auch alleine (ohne weitere) Lyoprotektoren im erfinderischen 
Verfahren eingesetzt werden. Die alleinige Eignung von Dextranen als 
Lyoprotektoren im erfinderischen Verfahren, insbesondere der 
Gefriertrocknungsprozess ist uberraschend, da im Stand der Technik beschrieben 
ist, dass Dextran nur als begleitender Hilfsstoff einen Beitrag zur Stabilisierung von 
Proteinen zu leisten vermag ( Carpenter et al. 1993, Carpenter et al. 1999, Allison et 
al. 1999, Allison et al. 2000) 

Ebenfalls bevorzugt werden als Kryoprotektoren ionische Substanzen verwendet. 
Diese ionischen Substanzen werden wiederum bevorzugt ausgewahlt aus der 
Gruppe umfassend Natriumchlorid, Natriumsulfat, Kaliumchlorid und Kaliumsulfat. 
Ebenfalls erfindungsgemaB ist die Verwendung von Natriumsalzen der Edetinsaure. 
Diese Salze tragen durch Komplexierung von im Verlauf des Herstellungsprozesses 
eingetragenen Metallkationen zu einer weiteren Stabilisierung der Polypeptide bei. 

Entsprechend des erfindungsgemaBen Verfahrens bilden die Lyoprotektoren und 
Kryoprotektoren bei der Gefriertrocknung amorphe Strukturen. Diese 
Lyoprotektoren und Kryoprotektoren verhindern, daG es wahrend des 
Gefriertrockunungsvorgangs zur Ausbildung von Kristallgittern (konstante Abstande 
von Atomen in einem Feststoff) kommt. Die Abwesenheit kristalliner Strukturen in 
einem Feststoff kann durch eine Pulverkristallstrukturanalyse (z.B. durch Beugung 
von Rontgenstrahelen) nachgewiesen werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens werden 
Aminosauren als Stabilisatoren eingesetzt. Vorzugsweise werden diese in einer 
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Konzentration von 0,01 bis 50 mg/ml eingesetzt. Zusatzlich zur stabilisierenden 
Eigenschaft konnen Aminosauren selbst erfindungsgemaB auch als 
Puffersubstanzen eingesetzt werden. 

Weiter bevorzugt werden die Aminosauren ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 
saure Aminosauren wie Glutaminsaure und Asparaginsaure, die basische 
Aminosaure Arginin und die neutrale Aminosaure Valin. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform des erfinderischen Verfahrens wird das 
Polypeptid, das mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes Polypeptid 
Oder ein funktionelles Derivat oder ein Fragment des rekombinanten 
carbohydratbindenden Polypeptides umfasst, in einer Endkonzentration von 
0,000001% (10ng/ml) bis 1,0% (10 mg/ml) eingesetzt. Besonders bevorzugt ist 
hierbei eine Proteinkonzentration von 0,00001% (100ng/ml) bis 0,1% (1mg/ml). 

Eine ebenfalls bevorzugte Ausfuhrungsform des Verfahrens umfassend die 
Weiterformulierung oder Rekonstitution des Arzneimittels als waBrige oder nicht- 
waBrige Losung. Dies schlieBt daruber hinaus die Weiterformulierung des 
Arzneimittels als Injektions-, Instillations- oder Infusionslosung ein. Erfindungs- 
gemaBe Injektionslosungen werden, abhangig von dem zu therapierenden Leiden 
oder Krankheit subcutan, intramuskular, intravenos, intrakardial oder intraperitoneal 
verabreicht. Losungen zur Instillation in eine Korperhohle werden abhangig von dem 
zu therapierenden Leiden z.B. in die Harnblase instilliert. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens ist daruber hinaus 
die Weiterformulierung oder Rekonstitution des Arzneimittels fur gastrointestinale, 
orale, nasale, pulmonale, dermale, transdermale oder lokale Anwendungen umfaBt. 

Weiter bevorzugt ist die Weiterformulierung des Arzneimittels zu Saft, Kapseln, 
Tabletten, Zapfchen oder Gelen. 
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Die genannten Gele, welche durch Weiterformulierung des erfindungsgemaBen 
Arzneimittels hergestellt werden, konnen durch die Verwendung von anorganische 
und organische Hydrogelbildner gemeinsam mit waBrigen oder 
waBrig/alkoholischen Losungen erhalten werden. Hierbei umfaBt sind Gelbildner 
naturlichen, teilsynthetischen und synthetischen Ursprungs. Gemeinsam ist diesen 
Molekulen eine z.T. extreme Quellbarkeit, die zur Ausbildung von streichbaren 
Gelen fuhrt. 

Ebenfalls bevorzugt ist daruber hinaus die Weiterformulierung des Arzneimittels zu 
einem Pulver zur Inhalation, welches in einem Inhalator verabreicht wird. 

Die Erfindung betrifft daruber hinaus ein Arzneimittel, welches nach einem der 
erfindungsgemaBen Verfahren hergestellt wird. 

Ebenfalls betrifft die Erfindung die Verwendung eines Polypeptids zur Herstellung 
eines solchen Arzneimittels. 

Die Verabreichung des erfindungsgemaBen Arzneimittels kann, abhangig von den 
beschriebenen Weiterformulierungen, auf verschiedenen Wegen erfolgen, z.B. 
intravenos, intraperitoneal, subcutan, intramuskular, lokal oder intradermal. Die Art 
der Dosierung wird vom behandelnden Arzt entsprechend den klinischen Faktoren 
bestimmt. Es ist dem Fachmann bekannt, daB die Art der Dosierung von 
verschiedenen Faktoren abhangig ist, wie z.B. der GroBe, der Korperoberflache, 
dem Alter, dem Geschlecht oder der allgemeinen Gesundheit des Patienten, aber 
auch von dem speziellen Mittel, welches verabreicht wird, der Dauer und Art der 
Verabreichung und von anderen Medikamenten, die moglicherweise parallel 
verabreicht werden. 

Die Figuren zeigen 

Flgur 1 In Figur 1 ist die Anderung des pH-Werts einer Pufferlosung in Abhangig- 
keit von der Temperatur dargestellt. Die Pufferlosung entspricht einem 20 mM 
Phosphatpuffer und enthalt daruber hinaus 0,1 % Natriumchlorid. Diese 
Pufferlosung wurde, wie in Beispiel 1 beschrieben, in einem handelsublichen 
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Kryostat mit Temperatursteuerung abgekiihlt. Der pH-Wert in der Losung wurde mit 
speziell geeigneten pH-Elektroden bestimmt. Die Abkuhlrate betrug im dargestellten 
Versuch 1,2 K. Der Verlauf der dargestellten Kurve zeigt, daB das Abkuhlen der 
Pufferlosung von RT auf den Gefrierpunkt der Losung keinen signifikanten EinfluB 
auf den pH-Wert dieser Losung hat. Wird die Losung auf Temperaturen unterhalb 
deren Gefrierpunkt abgekiihlt, so ist ein deutliches Absinken des pH-Werts von 8 
auf unter 5 zu beobachten. 

Figur2 In Figur 2 ist die Stabilitat von carbohydrat-spezifischen rViscumin in 
Abhangigkeit vom pH-Wert und Kurzzeitlagerung bei 2 - 8 °C, rViscumin in 
gepufferter saliner Losung dargestellt. 

Die Pufferlosung entspricht einem 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,2), die mit NaOH 
(1 M und 0,1 M) bzw. HCI (10 % bzw. 1 %) auf pH-Werte von 3, 4, 5, 7, 8 und 9 
eingestellt wurde. Die phosphatgepufferten Losungen enthalten daruber hinaus 
NaCI in einer Konzentration von 0,7 bis 0,9 % zur Einstellung der Isotonie der 
L6sungen und nieder molekulares Polyvinylpyrrolidon in einer Konzentration von 
0,1 g/l zur Vermeidung einer Adsorption des Polypeptids an die GefaBoberflache. 
In dem in der Abbildung dargestellten Versuch wurde beobachtet, daB die Stabilitat 
des Polypeptids rViscumin in den gepufferten Losungen mit sinkendem pH-Wert 
stark abnimmt. Unterhalb eines pH-Werts von pH 6 ist bereits nach kurzer 
Lagerdauer kein rViscumin mit carbohydrat-spezifischen Eigenschaften vorhanden. 

Figur 3 In Figur 3 ist die Stabilitat von carbohydrat-spezifischen rViscumin (rML) 
in gepufferter stabilisierter Losung und dem daraus hergestelltem 
gefriergetrocknetem Pulver (Lyophilisat) in Abhangigkeit von der Temperatur 
dargestellt. 

Die Pufferlosung entspricht einem 200 mM Tris/HCI Puffer (pH 8,0), die 8,0 % (w/v) 
Dextran T10, 0,1 % (w/v) NaCI und 0,1 % (w/v) Polysorbat 80 enthalt. rViscumin ist 
in einer Konzentration von 2,0 /yg/ml in der Losung enthalten. Die Losung wird 
entsprechend des in Beispiel 3 beschriebenen Versuchs aufgeteilt, behandelt und 
untersucht. 

Das in der Abbildung dargestellte Versuchsergebnis zeigt, daB der Gehalt an 
rViscumin in der gepufferten, stabilisierten Losung ab einer Temperatur von 40°C 
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stark abnimmt. Bei 50°C werden nur noch 50 % der Ausgangskonzentration des 
rViscumin mit carbohydrat-spezifischen Eigenschaften nachgewiesen. Bei 60°C wird 
kein carbohydrat-spezifisches rViscumin mehr detektiert. Die 
Zersetzungstemperatur von rViscumin in Losung ist damit zwischen 40°C und 50°C 
anzusetzen. 

Der detektierte Gehalt an rViscumin mit carbohydrat-spezifischen Eigenschaften im 
Festkorper nimmt nur sehr langsam mit der Erhohung der Temperatur ab. Bei einer 
Temperatur von 50°C kann noch ein Gehalt von 94 % und bei 60°C ein Gehalt von 
91 % des Ausgangsgehalts nachgewiesen werden. 

Figur 4 

Figur 4 veranschaulicht die Abhangigkeit der Stabilitat der carbohydrat bindenden 
Aktivitat von rViscumin in wassriger Losung mit Anderung des pH Wertes. 

Figur 5 

Figur 5 veranschaulicht die Abhangigkeit der carbohydrat bindenden Aktivitat von 
rViscumin in wassriger Losung und als gefriergetrocknetes Pulver mit zunehmender 
Temperatur 

Figur 6 

Figur 6 zeigt den Einfluss, den die Hilfsstoffe Pluronic F68 und Polysorbat 80 in ihrer 
Eigenschaft als Kryoprotektoren auf den Prozessschritt Frieren/Auftauen einer 
wassrigen Losung von rViscumin in 100 mM TRIS Puffer pH 8,0 haben. Die Losung 
enthalten den Lyoprotektor Dextran T1 in einer unterhalb des bevorzugten Bereichs 
liegenden Konzentration von 2 %. 

Figur 7 

Figur 7 zeigt den Einfluss, den die Proteinkonzentration einer wassrigen Losung von 
rViscumin auf den Gefriertrockungsprozess hat. 
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Figur 8 

Figur 8 zeigt den Einfluss, den der Lyoprotektor Mannit und eine Mischung von 
Mannit gemeinsam mit einem nicht kristallisierendem Lyoprotektor auf rViscumin 
hat. 

Figur 9 

Figur 9 zeigt die Eignung und den optimalen Bereich des Kryoprotektors Dextran T1 
auf die Stabilitat von rViscumin wahrend der Gefriertrocknung. 

Figur 10 

Figur 10 zeigt den Einfluss verschiedener Lyoprotektoren auf die Stabilitat von 
gefriergetrockneten rViscumin Zubereitungen bei erhohter Temperatur von 60 °C 

Figur 11 

Figur 11 zeigt die Lagerungsstabilitat einer wassrigen rViscumin Zubereitung 
(Quadrate) uber 10 Wochen und eines Lyophilisats (Rauten) uber 56 Wochen bei 
einer Lagerungstemperatur von 2 - 8 °C. 

BeispieM: Verfahren zur Uberprufung des pH-Werts wahrend der 
Abkuhlung, bzw. des Gefrierens von Arzneimittein 

rViscumin ist ein dimeres rekombinant hergestelltes pflanzliches Protein mit 
zuckerspezifischen Bindeaktivitaten. Die pharmakologische Wirkung des Proteins, 
Auslosung von Apoptose von Zellen, korreliert mit dem Erhalt der 
zuckerspezifischen Bindeaktivitat. Der Erhalt der Zuckerspezifitat ist stark abhangig 
von dem pH-Wert des umgebenden Mediums. Mit sinkendem pH-Wert des 
Mediums nimmt bei einem pH-Wert von kleiner 6,0 die zuckerbindende Aktivitat von 
rViscumin stark ab. Dies trifft auch zu bei pH-Veranderung wahrend des 
Einfriervorgangs bei der Gefriertrocknung von waBrigen Zubereitungen mit 
rViscumin. Aus diesem Grund ist die pH-Kontrolle von waBrigen Puffersystemen 
wahrend des Gefrierens von rViscumin-Arzneimittelzubereitungen im Rahmen der 
Gefriertrocknung notwendig. 
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Die Aufgabe kann geldst werden, indem pharmazeutische Zubereitungen von 
rViscumin oder dessen Basisrezeptur ohne Wirkstoff (Kombination der Puffersalze) 
in einem Volumen von 15 ml in ublichen Gefrierflaschen (Vials) hergestellt werden. 
Die Gefrierflaschen werden in einen handelsublichen Kryostaten mit kontrollierter 
Temperatursteuerung gestellt. Spezielle geeignete pH-Elektroden (z.B. die 
druckresistente Sure-Flow pHuture Probe mit Konverter Model 605 - 
Spannungsversorgung fur ISFET-Elektroden, Orion- oder die frostresistente 
Glaselektrode, Schott Gerate GmbH, Hofheim) werden zur pH-Messung verwendet. 
Die Aufzeichnung der pH-Werte erfolgt mit handelsublichen pH-Metern. Eine 
Abkuhlrate von 1,2 K ist geeignet, die Simulation der Kuhlrate von 
Gefriertrocknungsgeraten abzubilden. Die pH-Werte in der Losung werden in 
Abhangigkeit von der Temperatur gemessen. 

In Figur 1 ist der von der Temperatur abhangige Verlauf des pH-Werts eines 20mM 
Natriumphosphatpuffers (pH 8,0 bei RT) dargestellt. 

Phosphatpuffer zeigen mit Erniedrigung der Temperatur unterhalb von 0°C eine 
sprunghafte und starke Erniedrigung des pH-Wertes, wie am Beispiel des 20mM 
Phophatpuffers mit 0,1% (w/v) Natriumchlorid, gemessen mit dem beschriebenen 
Verfahren, belegt werden kann. Dies laBt auf eine physikalische Veranderung des 
Puffersystems schlieBen. Es ist bekannt, da3 Natriummonohydrogenphosphat mit 
sinkender Temperatur aus wa3rigen phosphatgepufferten Losungen bevorzugt 
kristallisiert und damit diese pH-Veranderung bedingt. 

Wassrige Zubereitungen von rViscumin wurden bereits in EP 0 751 221 B1 
beschrieben. Diese als Arzneimittel geeignete wassrige Zubereitungen sind 
wassrige Phosphat gepufferte Losungen pH 7,2 und einer rViscumin Konzentration 
von 100 - 200 ng/ml und haben zum Beispiel folgende Zusammensetzung: 



rViscumin 100 ng 

Natriummonohydrogenphosphat Dihydrat 3,56 mg 

Nairiumdihydrogenphosphat Dihydrat 0,64 mg 

Natriumchlorid 67,0 mg 

Poly(1-vinyl-2-pyrrolidon) K 17 0,5 mg 

Wasser zur Injektion ad 1 ml. 
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Phosphat Puffer pH 7,2 zeigen bei Abkuhlung und Einfrieren eine mit sinkender 
Temperatur bedingte Abnahme des pH Wertes wie sie auch fur Phosphat Puffer pH 
8.0 gemessen wurde und wie sie in Figur 1 beschrieben ist. Es ist dem Fachmann 
bekannt, dass niedrige Anfangswerte des pH bei Gefrieren der wassrigen Losung 
zu starkeren Verschiebungen in den sauren Bereich fuhren, da die Konzentration an 
Natriumdihydrogenphosphat in der Losung erhoht ist. Werden Zubereitungen der 
oben genannten Zusammensetzung gefriergetrocknet, fuhrt dies zwangslaufig zu 
niedrigen pH Bedingungen unterhalb von pH 6, unter denen rViscumin nicht stabil 
ist und es kommt durch Denaturierung des Proteins zu Aktivitatsverlusten, wie es fur 
wassrige rViscumin Zubereitungen in Figur 5 veranschaulicht ist. 

Die pH-Verlaufe der biologischen Puffer TRIS/HCI, TRICIN/HCI und Hepes/HCI pH 
8,0 werden in Gloger O., Muller B.W., 2000 gezeigt und diskutiert. 

Puffersysteme bestehend aus TRIS/HCI, TRISIN/HCI und Hepes/HCI eingestellt auf 
den pH-Wert 8,0 zeigen mit Erniedrigung der Temperatur eine kontinuierliche 
geringe pH-Veranderung zu groReren pH-Werten bis zu 9,0 (Gloger O m Muller B.W., 
2000). 

Beispiel 2: Stabilitat von carbohydrat-spezifischen rViscumin in 
Abhangigkeit vom pH-Wert und Kurzzeitlagerung 

rViscumin wird in einer Konzentration von 200ng/ml in verschiedenen Puffern 
gelost. Ausgehend von einem 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) werden mit NaOH (1 
M und 0,1 M) bzw. HCI (10 % bzw. 1 %) Puffer der pH-Werte 3, 4, 5, 7, 8 und 9 
hergestellt. Die phosphatgepufferten Losungen enthalten daruber hinaus NaCI in 
einer Endkonzentration von 0,7 - 0,9 % zur Einstellung einer Isotonie der Losung 
und nieder molekulares Polyvinylpyrrolidon in einer Konzentration von 0,1 g/l zur 
Vermeidung einer Adsorption des Polypeptids an die GefaBoberflache. Die 
Losungen werden uber eine Membran (PorengroGe 0,2 ym) keimfiltriert und in 
geschlossenen PolyethylengefaBen unter kontrollierten Temperaturbedinungen bei 
2 - 8°C gelagert. In Abhangigkeit von der Zeit werden Proben genommen. Diese 
Proben werden 1:10 mit 20 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) verdunnt urn einheitliche 
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Losungen zur Bestimmung des Porteingehalts mit Lektinaktivitat mittels eines 
spezifischen Enzym-gekoppelten Immunoassays unter Verwendung eines 
Glykoprotein und eines spezifischen monoklonalen Antikorpers zu erhalten. Ein 
Beispiel fur einen Assay zur Bestimmung des Proteingehalts einer Losung mit 
Lektinaktivitat ist in Beispiel 4 beschrieben. 

Der in Figur 2 dargestellte Versuch zeigt, daB die Stabilitat des Polypeptids 
rViscumin in den gepufferten Losungen mit sinkendem pH-Wert stark abnimmt. 
Unterhalb eines pH-Werts von pH 6 ist nach kurzer Lagerdauer kein rViscumin mit 
Lektinaktivitat mehr in den Losungen enthalten. Die hochste Stabilitat von rViscumin 
unter Erhalt der Lektinaktivitat wird bei hohen pH-Werten beobachtet. 

Beispiel 3: Stabilitat von rViscumin (rML) Lyophilisat 

rViscumin ist in einer Konzentration von 2,0 /yg/ml in einer gepufferten, stabilisierten 
Losung, die 200 mM Tris/HCI Puffer (pH 8,0), 8,0 % (w/v) Dextran T10, 0,1 % (w/v) 
NaCI und 0,1 % (w/v) Polysorbat 80 enthalt, gelost. Ein Teil dieser Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen mittels Gefriertrocknung in ein Pulver uberfuhrt. 
Hierfur werden 0,5 ml der Losung nach Keimfiltration uber einen 0,2 //m Filter in 
Glasvials gefullt, mit einem Lyophilisationsstopfen teilverschlossen und in einer 
Lyophilisationsanlage getrocknet. Der andere Teil wird ebenfalls keimfiltriert, in 
Glasvials gefullt und verschlossen bis zur Untersuchung bei 2 - 8°C gelagert. 
Nach der Gefriertrocknung werden sowohl die Glasvials mit der waBrigen Losung, 
als auch jene mit dem Festkorper (getrocknete Losung) in ein kontrolliertes 
Wasserbad mit Temperatur- und Zeitsteuerung gegeben. Die Glasvials wurden 
folgenden Temperaturen ausgesetzt: 
5 Minuten bei 30°C 

heizen mit Temperaturzunahme von 1,5°C/Minute 
5 Minuten bei 40°C 

heizen mit Temperaturzunahme von 1 ,5°C/Minute 
5 Minuten bei 50°C 

heizen mit Temperaturzunahme von 1 ,5°C/Minute 
5 Minuten bei 60°C 

Der Proteingehalt mit Lektinaktivitat in den ausgewahlten Proben der Losung und 
des Festkorpers wurde nach der Temperaturfuhrung mittels eines spezifischen 
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Enzym-gekoppelten Immunoassays unter Verwendung eines Glykoprotein und 
eines spezifischen monoklonalen Antikorpers bestimmt. Ein Beispiel fur einen Assay 
zur Bestimmung des Proteihgehalts einer Losung mit Lektinaktivitat ist in Beispiel 4 
beschrieben. 

Der in Figur 3 dargestellte Versuch zeigt, da3 der Gehalt an rViscumin in der 
gepufferten stabilisierten Losung ab einer Temperatur von 40 °C stark abnimmt. Bei 
50°C werden nur noch 50 % der Ausgangskonzentration von rViscumin mit 
Lektinaktivitat detektiert. Nachdem die Losung auf 60°C erhitzt wurde, kann kein 
rViscumin mit Lektinaktivitat mehr gefunden werden. Die Zersetzungstemperatur 
von rViscumin in Losung ist demzufolge zwischen 40 °C und 50 °C anzusetzen. 
Der Gehalt an rViscumin mit Lektinaktivitat im Festkorper nimmt nur sehr langsam 
mit der Erhohung der Temperatur ab. Bei einer Temperatur von 50°C wird ein 
Gehalt von 94 % und bei 60°C ein Gehalt von 91 % des Ausgangsgehalts an 
rViscumin mit Lektinaktivitat gefunden. Dies zeigt, da3 rViscumin im lyophilisierten 
Pulver wesentlich stabiler ist, als in der Losung. 

Beispiel 4: Bestimmung des Proteingehalts einer Losung mit 
Lektinaktivitat 

100 fj\ einer Losung von 0,1 mg/ml Asialofetuin in Carbonatpuffer pH 9,6 werden in 
die Locher einer 96 Mikrotiterplatte mit hoher Proteinbindung gegeben und 16 
Stunden bei Umgebungstemperatur inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS 
enthaltend 0,05 g/l Polysorbat 80 werden die Locher der Mikrotiterplatte fur 1 
Stunde bei Umgebungstemperatur mit 200 //I PBS enthaltend 10 g/l 
Rinderserumalbumin und 0,05 g/l Polysorbat 80 inkubiert (Blockieren unspezifischer 
Bindungsstellen). Nach dreimaligen Waschen wird jeweils 100 jj\ der rViscumin 
Referenzlosung im Konzentrationsbereich 10 - 200 ng/ml, 100 jj\ der Pruflosung 
und fur Ermittlung des Leerwerts 100 /yl des Puffers (PBS mit 0,05 g/l Polysorbat 80) 
in die Locher gegeben und fur zwei Stunden bei Umgebungstemperatur inkubiert. 
Danach werden die Locher der Mikrotiterplatte gewaschen und mit 100 jj\ einer 
Losung eines spezifischen monoklonalen Detektionsantikorper (anti-rViscumin A- 
Kette IgG der Maus) der Konzentration 1 fjg/m\ in PBS enthaltend 0,05 g/l 
Polysorbat 80 und 0,1 g/l Rinderserumalbumin versetzt und fur eine Stunde bei 
Umgebungstemperatur inkubiert. Die Locher der Mikrotiterplatten werden dreimal 
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gewaschen und mit 100 jj\ eines spezifischen handelsublichen Peroxidase (POD) 
gekoppelten anti-lgG-Maus Antikorper in der Verdunnung entsprechend den 
Angaben des Lieferanten versetzt und fur 1 Stunde bei Umgebungstemperatur 
inkubiert. Die Locher der Mikrotiterplatte werden sechsmal gewaschen und 
anschlieBend mit 100 jj\ einer Losung einer handelsublichen ortho- 
Phenylendiammin/H 2 02-Tablette in 25 ml Citratpuffer pH 5 versetzt und 15 Minuten 
bei Umgebungstemperatur im Dunkeln inkubiert. Nach 15 Minuten wird zu jedes 
Loch 100 /vl .einer 1M Schwefelsaure gegeben und die Starke der Farbung der 
Losung durch Absorptionsmessung bestimmt. 

Der Gehalt in den Pruflosungen wird im Vergleich zu den Referenzlosungen 
ermittelt. 

Beispiel 5: Dextran enthaltende rViscumin-lnjektionslosung 10 //g/ml 
(Lyophilisat) 

Im folgenden sind verschiedenen Rezepturen fur Dextran enthaltende 
Injektionslosungen beschrieben. 

Hierfur wurden Polysorbat, Tris-Base und Dextran in 80 % der benotigten Menge 
Wasser fur Injektionszwecke gelost. AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. 
Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt. 
AnschlieBend wird die Losung uber einen 0,2 //m Filter sterilfiltriert. Die Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefiillt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 

Rezeptur mit Dextran T1 

rViscumin 
Polysorbat 80 
Tris-Base 
HCI (1 N) 
Dextran T 1 

Wasser fur Injektionszwecke 



0,01 mg 

1 mg 
24,2 mg 
q.s. pH 8,0 

80 mg 
ad 1,0 ml 



WO 03/030866 



PCT/EP02/11093 



25 

lm Folgenden ist daruber hinaus die Zubereitung einer rViscumin-lnjektionslosung 
beschrieben, die zusatzlich NaCI umfaBt. Dieses wird gleichzeitig mit Polysorbat, 
Tris-Base und Dextran im Wasser gelost. 
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Rezeptur mit Dextran T1 und NaCI 



rViscumin 0,01 mg 

Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 24,2 mg 

HCI (1 N) q.s. pH 8,0 

NaCI 1 mg 

Dextran T 1 80 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml 



Im letzten Beispiel fur diese Gruppe von rViscumin-Zubereitungen ist des weiteren 
die Zubereitung einer rViscumin-lnjektionslosung beschrieben, die zusatzlich zum 
NaCI auch Na-EDTA umfaGt. Diese werden gleichzeitig mit Polysorbat, Tris-Base 
und Dextran im Wasser gelost. 

Rezeptur mit Dextran T1 , NaCI und Na-EDTA 



rViscumin 0,01 mg 
Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 24,2 mg * 

HCI (1 N) q.s. pH 8,0 

Dinatrium-EDTA 0,01 mg 
NaCI 1 mg 

Dextran T 1 80 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml 



Fur die Rekonstitution der Lyophilisate werden diese in den dargestellten Beispielen 
jeweils in der angegebenen Wassermenge aufgenommen. 
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Beispiel 6: p-HP-Cyclodextrin enthaltende rViscumin-lnjektionsldsung 10 
A/g/ml (Lyophilisat) 



Fur die Herstellung dieser Injektionslosung werden Polysorbat, Tris-Base, 
Dinatriumedetinsaure und (3-Hydoxypropyl-Cyclodextrin in 80 % der benotigten 
Menge Wasser fur Injektionszwecke gelost AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) 
auf 8,0 eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut 
durchmischt. Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen 
erganzt. AnschlieBend wird die Losung uber einen 0,2 /jm Filter sterilfiltriert. Die 
Losung wird unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 

Beispiel 7: Aminosauren enthaltende wasserige rViscuminlosung 10//g/ml 
(Lyophilisat) 

Die Herstellung der Losungen erfolgt nach der Vorgehensweise wie im Beispiel 4 
beschrieben. Entsprechend werden Polysorbat, Tris-Base, Natriumchlorid und die 
Aminosaur(en) in 80 % der benotigten Menge Wasser fur Injektionszwecke gelost 
Die Losungen werden unter aseptischen Bedingungen in Glasampullen oder 
Glasflaschen eingefullt. Das Arzneimittel ist bei Lagerungsbedingungen 2 - 8 °C 
stabil. 



Rezeptur mit 3-HP-Cyclodextrin 



rViscumin 



0,01 mg 

1 mg 
24,2 mg 
q.s. pH 8,0 
0,01 mg 
80 mg 
ad 1,0 ml 



Polysorbat 80 

Tris-Base 

HCI (1 N) 

Dinatrium-EDTA 

3-HP-Cyclodextrin 

Wasser fur Injektionszwecke 
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Rezeptur mit Glutaminsaure 



rViscumin 0,01 mg 
Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 2,4 mg 

HCI(1N) q.s. pH8,0 
NaCI 6,5 mg 

Glutaminsaure 0,1 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml 



Rezeptur mit Glutaminsaure und Valin 



rViscumin 0,01 mg 

Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 2,4 mg 

HCI(1N) q.s. pH8,0 

NaCI 6,5 mg 

Glutaminsaure 0,1 mg 

Valin 10 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml , 



Wird den Losungen vor der Abfullung 80 mg Dextran T1 zugesetzt, konnen 
ebenfalls Lyophilisate hergestellt werden. 

Beispiel 8: EinfluB verschiedener Aminosauren auf die Stabilitat von 
carbohydrat-spezifischem rViscumin in gepufferten salinen 
Losungen 

Im Rahmen der Beschreibung wurde dargestellt, da3 Vertreter der Aminosauren mit 
sauren, neutralen und basischen Eigenschaften in der Lage sind, das Polypeptid 
rViscumin in wa3rigen, gepufferten Losungen zu stabilisieren. 
Der in der folgenden Tabelle zusammengefaGt Versuch verdeutlicht den 
unterschiedlichen EinfluG von Aminosauren auf die Stabilisierung von rViscumin in 
gepufferten, waBrigen, salinen Losungen bei einem pH-Wert von 8,0. 
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100% 


91 ,3 % 


Arginin 


0,1 


100% 


74.2% 




10 


100 % 


30,5 % 



Wird eine rViscumin-Ldsung fur drei Tage bei 2 - 8°C gelagert, so kann nach 
diesem Zeitraum noch 22 % des carbohydrat-spezifischen rViscumins detektiert 
werden. 

Wird der Losung hingegen die saure Aminosaure Glutaminsaure, die hier als 
Beispiel fur eine saure Aminosaure verwendet wurde, zugesetzt, so kann nach drei 
Tagen entsprechender Lagerung 100 % des carbohydrat-spezifischen Polypeptids 
rViscumin wiedergefunden werden. Dieser stabilisierender Effekt wird uber den 
Konzentrationsbereich 0,1 - 10 mg/ml beobachtet. 

Werden neutrale Aminosauren, wie z.B. Valin, zugesetzt, wird ebenfalls eine 
Stabilisierung der Polypeptide in waBriger Losung beobachtet. Fur diese 
Aminosaure liegt der stabilisierend wirkende Konzentrationsbereich bei 10 mg/ml. 
Es werden nach drei Tagen Lagerung noch 91 % des Ausgangsgehalts an 
rViscumin gefunden. 

Uberraschenderweise konnte auch die Aminosauren mit basischen Eigenschaften in 
dem niedrigen Konzentrationsbereich von 0,1 mg/ml ein auf das Protein 
stabilisierender Effekt beobachtet werden. Die Wiederfindung des Proteins in der 
entsprechenden Losung liegt mit einem Gehalt von 74 % deutlich uber jenem in 
dem Kontrollansatz beobachteten Gehalt von 22 %. 

Aminosauren haben demzufolge als Zusatze eine stabilisierend Wirkung sowohl auf 
waRrige Losungen und als auch als Zusatze in getrockneten Zubereitungen (Pulver, 
Lyophilisate) von rViscumin. 
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Beispiel 9: wasserige rViscumin Losung, Konzentrat zur Infusion 200 jjg 

Ein Beispiel fur die Herstellung einer Losung, bzw. eines Konzentrates von 
rViscumin zur Infusion ist im folgenden beschrieben: 

Rezeptur mit Glutaminsaure 



rViscumin 0,20 mg 

Polysorbat 80 10 mg 

Tris-Base 24,1 mg 

HCI(1N) q.s. pH8,0 

NaCI 65 mg 
Glutaminsaure 1 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 10 ml 



Die Herstellung der Losung erfolgt nach der Vorgehensweise wie im Beispiel 4 
beschrieben. Entsprechend werden Polysorbat, Tris-Base, Natriumchlorid und 
Glutaminsaure werden in 80 % der benotigten Menge Wasser fur Injektionszwecke 
gelost. AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 eingestellt. In diese Losung 
wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. Mit dem restlichen Wasser 
wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt und die Losung uber einen 0,2 /jvc\ 
Filter sterilfiltriert. Die Losung wird unter aseptischen Bedingungen in Glasflaschen 
eingefullt. Das Arzneimittel ist bei Lagerungsbedingungen 2 - 8 °C stabil. 
Wird der Losung vor der Abfullung 800 mg Dextran T1 zugesetzt, kann ebenfalls ein 
Lyophilisat hergestellt werden. 
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Beispiel 1 0: wasserige rViscumin-lnstillationslosung 500 //g 

Ein Beispiel fur die Herstellung einer Losung von rViscumin zur Instillation in eine 
Korperhohle ist im folgenden beschrieben: 

Rezeptur mit Glutaminsaure 



rViscumin 0,5 mg 

Polysorbat 80 500 mg 

Tris-Base 121,1 mg 

HCI(1N) q.s. pH8,0 

NaCI 350 mg 

Glutaminsaure 5 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 50 ml 



Die Herstellung der Losung erfolgt nach der Vorgehensweise wie im Beispiel 4 
beschrieben. Entsprechend werden Polysorbat, Tris-Base, Natriumchlorid und 
Glutaminsaure werden in 80 % der benotigten Menge Wasser fur Injektionszwecke 
gelost. AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 eingestellt. In diese Losung 
wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. Mit dem restlichen Wasser 
wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt und die Losung uber einen 0,2 //m 
Filter sterilfiltriert. Die Losung wird unter aseptischen Bedingungen in Glasflaschen 
eingefullt. Das Arzneimittel ist bei Lagerungsbedingungen 2 - 8 °C stabil. 
Wird der Losung vor der Abfullung 2,0 g Dextran T1 zugesetzt, kann ebenfalls ein 
Lyophilisat hergestellt werden. 



WO 03/030866 



PCT/EP02/11093 



32 

Beispiel 11: Glucose enthaltende rViscuminldsung 10 //g/ml (Lyophilisat) 

Wie oben beschrieben wird in einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung 
Zucker der rViscumin-Losung beigesetzt. Ein Beispiel fur die Herstellung einer 
solchen Losung, die anschlieBend lyophilisiert wird, ist im folgenden beschrieben: 

Rezeptur mit Glucose und NaCI 



rViscumin 0,01 mg 
Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 24,2 mg 

HCI (1 N) q.s. pH 8,0 
NaCI 1 mg 

Glucose 80 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml 



Polysorbat, Tris-Base und Glucose werden in 80 % der benotigten Menge Wasser 
fur Injektionszwecke gelost. AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. 
Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt. 
AnschlieBend wird die Losung uber einen 0,2 //m Filter sterilfiltriert. Die Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 
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Beispiel 12: Sorbitol enthaltende rViscuminlosung 10/L/g/ml (Lyophilisat) 

Wie ebenfalls oben beschrieben wird in anderen bevorzugten Ausfuhrungsform der 
Erfindung Sorbitol der rViscumin-Losung beigesetzt, Ein Beispiel fur die Herstellung 
einer solchen Losung, die anschlieRend lyophilisiert wir, ist im folgenden 
beschrieben: 

Rezeptur mit Sorbitol und NaCI 



rViscumin 0,01 mg 
Polysorbat 80 1 mg 

Tris-Base 24,2 mg 

HCI (1 N) q.s. pH 8,0 
NaCI 1 mg 

Sorbitol 80 mg 

Wasser fur Injektionszwecke ad 1 ,0 ml 



Polysorbat, Tris-Base und Sorbitol werden in 80 % der benotigten Menge Wasser 
fur Injektionszwecke gelost. AnschlieRend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. 
Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt. 
AnschlieBend wird die Losung uber einen 0,2 /jm Filter sterilfiltriert. Die Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 

Beispiel 13: Chitosan enthaltende rViscuminlosung 10//g/ml (Lyophilisat) 



Rezeptur mit Chitosan und NaCI 



rViscumin 


0,01 mg 


Polysorbat 80 


1 mg 


Tris-Base 


24,2 mg 


HCI (1 N) 


q.s. pH 8,0 


NaCI 


1 mg 


Chitosan (nieder molekular) 


80 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


ad 1 ,0 ml 
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Polysorbat, Tris-Base unci Chitosan werden in 80 % der benotigten Menge Wasser 
fur Injektionszwecke gelost. Anschlie3end wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. 
Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt. 
AnschlieBend wird die Losung uber einen 0,2 //m Filter sterilfiltriert. Die Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 

Beispiel 14: Aerosil enthaltende rViscuminlosung 100//g/ml (Lyophilisat) 



Rezeptur mit Siliciumdioxid 



rViscumin 


0,1 mg 


Polysorbat 80 


10 mg 


Tris-Base 


24,2 mg 


HCI (1 N) 


q.s. pH 8,0 


Siliciumdioxid (kolloidal) 


20 mg 


Dextran T1 


60 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


ad 1 ,0 ml 



Polysorbat, Tris-Base und Dextran werden in 80 % der benotigten Menge Wasser 
fur Injektionszwecke gelost. AnschlieBend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin und das kolloidale Siliciumdioxid 
eingebracht und gut durchmischt. Mit dem restlichen Wasser wird auf das 
geforderte Sollvolumen erganzt. Die Losung wird in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 
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Beispiel 15: Povidone enthaltende rViscuminlosung 10 //g/ml (Lyophilisat) 



Rezeptur mit Polyvinylpyrrolidon und NaCI 



rViscumin 


0,01 mg 


Polysorbat 80 


1 mg 


Tris-Base 


24,2 mg 


HCI (1 N) 


q.s. pH 8,0 


NaCI 


1 mg 


Polyvinylpyrrolidon K 17 


80 mg 


Wasser fur Injektionszwecke 


ad 1 ,0 ml 



Polysorbat, Tris-Base und Polyvinylpyrrlidon werden in 80 % der benotigten Menge 
Wasser fur Injektionszwecke gelost. AnschlieRend wird der pH mit HCI (1N) auf 8,0 
eingestellt. In diese Losung wird das rViscumin eingebracht und gut durchmischt. 
Mit dem restlichen Wasser wird auf das geforderte Sollvolumen erganzt. 
AnschlieRend wird die Losung uber einen 0,2 jjm Filter sterilfiltriert. Die Losung wird 
unter aseptischen Bedingungen in Glasvials eingefullt, mit dem 
Lyophilisationsstopfen vorverschlossen und in der Gefriertrocknungsanlage 
getrocknet. 

Beispiel 16: rViscumin Pulver zur Herstellung einer Losung, 10 mg 
rViscumin Losung zur oralen Einnahme 

Beispiele fur die Herstellung von rViscumin-Pulver, welche fur eine anschlieBende 
orale Applikation als Pulver weiterverarbeitet und vor der Anwendung wieder in 
Wasser gelost werden, sind im folgenden beschrieben: 
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Rezeptur mit Dextran 



1. 


rViscumin 


10 mg 


2. 


Polysorbat 80 


100 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 


4. 


HCI ( 1N ) 


q.s. pH 8,0 


5. 


Dextran T1 


10g 


6. 


Saccharose 


10g 



Die Positionen 1-4 und Teile von 5 (Dextran T1 dient in dieser Rezeptur als 
lyoprotektive Substanz) werden mit gereinigtem Wasser zu 10 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird wie in den oben genannten Beispielen mit den weiteren Stoffen 
gemischt und in 100 ml Flaschen gefullt. Zur Herstellung der Losung wird der 
Feststoff mit Wasser zu 1 00 ml gelost. 

Die Positionen 1-5 und Teile von 6 (Saccharose dient in dieser Rezeptur als 
lyoprotektive Substanz) der folgenden Rezeptur werden mit gereinigtem Wasser zu 
10 ml gelost und mittels Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses 
Pulver kann gelagert werden. Das Pulver wird wie in den oben genannten 
Beispielen mit den weiteren Stoffen gemischt und in 100 ml Flaschen gefullt. Zur 
Herstellung der Losung wird der Feststoff mit Wasser zu 100 ml gelost. 



Rezeptur mit Saccharose (Sucrose) 



1. 


rViscumin 


10 mg 


2. 


Polysorbat 80 


100 mg 


3. 


Tris-Base 


120 mg 


4. 


Glutaminsaure 


10 mg 


5. 


HCI ( 1N ) 


q.s. pH 8,0 


6. 


Saccharose 


10g 


7. 


Aromen 


0,1 mg 


8. 


Sorbitol 


10 mg 


9. 


Wasser 


ad 100ml 
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Beispiel 17: rViscumin Pulver zur Herstellung einer Losung, 10 mg 
rViscumin Saft zur oralen Einnahme 

Ein Beispiel fur die Herstellung von rViscumin-Pulver, welche fur eine 
anschlieGende orale Applikation als Pulver zur Herstellung eines Safts 
weiterverarbeitet und vor der Anwendung wieder in Wasser gelost wird, ist im 
folgenden beschrieben: 



Rezeptur mit Saccharose (Sucrose) 



1. 


rViscumin 


10 mg 


2. 


Polysorbat 80 


1 00 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 


4. 


HCI ( 1N ) 


q.s. pH 8,0 


5. 


Saccharose 


25 g 


6. 


Hydroxyethylcellulose 400 


700 mg 


7. 


Xanthan Gummi 


300 mg 


8. 


Aromen 


0,1 mg 


9. 


Glycerin 85 % 


1 9 


10. 


Sorbitol 


10g 



Die Positionen 1-4 und Teile von 5 werden mit gereinigtem Wasser zu 10 ml 
gelost und mittels Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann 
gelagert werden. Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen 
gemischt und in 100 ml Flaschen gefullt. Zur Herstellung des Safts wird der 
Feststoff mit Wasser zu 100 ml erganzt und gelost. Nach Einhalten der Quellzeit ist 
der Saft zur Einnahme geeignet . 
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Beispiel 18: rViscumin Tabletten 0,1 / 0,5 mg 

250 mg Tablette zur oralen Einnahme 

Beispiele fur die Herstellung von rViscumin-Tabletten sind im folgenden dargestellt: 

Rezeptur mit Dextran / Cellulose 

1. rViscumin 0,1 mg 0,5 mg 

2. Soja Lecithin 10 mg 10 mg 

3. Tris-Base 24 mg 24 mg 

4. HCI ( 1 N ) q.s. pH 8,0 q.s. pH 8,0 

5. Dextran T1 1 00 mg 1 00 mg 

6. Cellulose, mikrokristallin 99 mg 99 mg 

7. hochdisperses Siliciumdioxid (AerosH) 5 mg 5 mg 

8. quervernetztes Polyvinylpyrrolidon (Kollidon CL) 5 mg 5 mg 

9. Magnesiumstearat 1 mg 1 mg 

Die Positionen 1-5 werden mit gereinigtem Wasser zu 2 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen zum Pulver 
gemischt, welches zu Tabletten gepreBt wird. Diese Tabletten konnen mit einem 
ublichen Lack versehen werden, der die Freisetzung des Wirkstoffs im Magen 
verhindert (verzogerte Freisetzung). 

Rezeptur mit Sorbit 



1. 


rViscumin 


0,1 mg 


0,5 mg 


2. 


Polysorbat 80 


10 mg 


10 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 


24 mg 


4. 


HCI( 1N) 


q.s. pH 8,0 q.s. pH 8,0 


5. 


Sorbit 


200 mg 


200 mg 


6. 


hochdisperses Siliciumdioxid (Aerosil) 


5 mg 


5 mg 


7. 


Natriumcarboxymethylcellulose (Tylopur) 


5 mg 


5 mg 


8. 


Magnesiumstearat 


1 mg 


1 mg 



Die Positionen 1-4 und ein Teil von 5 werden mit gereinigtem Wasser zu 2 ml 
gelost und mittels Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann 
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gelagert werden. Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen 
zum Pulver gemischt, welches zu Tabletten gepreGt wird. Diese Tabletten konnen 
mit einem iiblichen Lack versehen werden, der die Freisetzung des Wirkstoffs im 
Magen verhindert (verzogerte Freisetzung). 



Rezeptur mit Dextran 



1. 


rViscumin 


0,1 mg 0,5 mg 


2. 


Polysorbat 80 


5 mg 5 mg 


3. 


Tris-Base 


12 mg 12 mg 


4. 


HCI(1N) 


q.s. pH 8,0 q.s. pH 8,0 


5. 


Dextran T1 


40 mg 40 mg 


6. 


Cellulose, mikrokristallin 


57 mg 57 mg 


7. 


hochdisperses Siliciumdioxid (Aerosil) 


5 mg 5 mg 



Die Positionen 1 - 5 werden mit gereinigtem Wasser zu 1 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen zum Pulver 
gemischt, welches in Hartgelatine Kapseln gefiillt wird. 

Beispiel 19: rViscumin Zapfchen 1 mg 

250 Zapfchen zur Einfuhrung in den Darm 

Ein Beispiel fur die Herstellung von rViscumin-Zapfchen ist im folgenden dargestellt: 



Rezeptur mit 3-HP-Cyclodextrin 



1. 


rViscumin 


1 mg 


2. 


Soja Lecithin 


100 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 


4. 


HCI(1N) 


q.s. pH 8,0 


5. 


Dinatrium EDTA 


10 mg 


6. 


G-HP-Cyclodextrin 


160 mg 


7. 


Natriumstearat 


50 mg 


8. 


Macrogol 300 


250 mg 


9. 


Glycerol 85 % 


1,9 g 


10. 


Gereinigtes Wasser 


ad 2,5 g 
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Die Positionen 1-6 werden mit gereinigtem Wasser zu 2 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen zum Zapfchen 
verarbeitet. Die Untermischung des in einem Gemisch von gereinigtem Wasser und 
Glycerol 85 % gelosten rViscumin Pulvers in die Zapfchenmatrix erfolgt bei einer 
kontrollierten Temperatur. Die Masse wird in Formen gepreBt und durch Abkuhlen 
erstarren lassen. 

Beispiel 20: rViscumin Gel 1 mg 

Hydrophiles Gel zur dermalen Anwendung ohne Konservierung 

Ein Beispiel fur die Herstellung eines hydrophilen rViscumin-Geles zur dermalen 
Anwendung ist im folgenden dargestellt: 



Rezeptur mit B-HP-Cyclodextrin 



1. 


rViscumin 


1 mg 


2. 


Poloxamer 1 66 


100 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 


4. 


HCI ( 1N ) 


q.s. pH 8,0 


5. 


Dinatrium EDTA 


10 mg 


6. 


G-HP-Cyclodextrin 


160 mg 


7. 


Sorbitanmonostearat (Arlacel 60) 


200 mg 


8. 


Macrogol-9-stearat 


300 mg 


9. 


Glycerol 85 % 


500mg 


10. 


Mittelkettige Triglyceride 


500 mg 


11. 


Gereinigtes Wasser 


ad 10 g 



Die Positionen 1-6 werden mit gereinigtem Wasser zu 2 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen zum Gel 
verarbeitet. Die Untermischung des in gereinigtem Wasser gelosten rViscumin 
Pulvers in die Gelmatrix erfolgt unterhalb einer Temperatur von 30 °C. 
Bei Bedarf kann eine Konservierung mit Natriumbenzoat oder PHB-Estern erfolgen. 



WO 03/030866 



PC17EP02/11093 



41 

Beispiel 21 : rViscumin Pulver zur Inhalation 0,1 / 0,5 mg 
1 g Pulver 



Rezeptur mit Dextran / Cellulose 



1. 


rViscumin 


0,1 mg 0,5 mg 


2. 


Polysorbat 80 


10 mg 10 mg 


3. 


Tris-Base 


24 mg 24 mg 


4. 


HCI ( 1N ) 


q.s. pH 8,0 q.s. pH 8,0 


5. 


Dextran T1 


100 mg 100 mg 


6. 


Cellulose, mikrokristallin 


860 mg 860 mg 


7. 


Natriumcarboxymethylcellulose 


5 mg 5 mg 



Die Positionen 1 - 5 werden mit gereinigtem Wasser zu 2 ml gelost und mittels 
Gefriertrocknung zu einem Pulver verarbeitet. Dieses Pulver kann gelagert werden. 
Das Pulver wird in einer bekannten Art mit den weiteren Stoffen zum Pulver 
gemischt, mikronisiert und mittels Trockenpulver Inhalatoren verabreicht. 

Beispiel 22: Einfluss ausgewahlter Kryprotektoren auf die Stabilitat von 
rViscumin 

Zubereitungen von rViscumin folgender Zusammensetzung: 



rViscumin 10 /jg 

Tris-Base 12,1 mg 

Salzsaure 1N zur Einstellung des pH auf 8.0 

Kryoprotektor 1 / 1 0 mg 

Natrium EDTA 10 fjg 

Wasser zur Injektion ad 1 ml 



werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekuhlt, anschlie3end aufgetaut und die carbohydrat 
bindende Aktivitat des rViscumins in der Losung entsprechend der Methode wie in 
Beispiel 4 erlautert bestimmt. Als Kryprotektoren werden Pluronic F 68 und 
Polysorbat 80 eingesetzt. 
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Nach dem Auftauen wird eine Wiederfindung der rViscumin Aktivitat im Bereich von 
98 - 102 % fur beide Kryoprotektoren in den beiden Konzentrationen gefunden 
(Figur 6). 

Die zwei Kryoprotektoren Pluronic F68 und Polysorbat 80 sind geeignet im 
bevorzugten Bereich, wie fur die zwei Konzentrationen von 0,1 bis 1.0 % gezeigt, 
rViscumin wahrend des Einfrierens im Gefriertrocknungsprozess zu stabilisieren. 

Beispiel 23: Einfluss der Proteinkonzentration auf die Stabilitat bei 
Gefriertrocknung 

Zubereitungen von rViscumin folgender Zusammensetzung: 



rViscumin 10 / 50 / 100/yg 

Tris-Base 12,1 mg 

Salzsaure 1 N zur Einstellung des pH auf 8.0 

Polysorbat 80 1 mg 

Natrium EDTA 10 jjg 

Wasser zur Injektion ad 1 ml 

werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekuhlt, anschlieBend getrocknet. 
Trocknungsprogramm: 

Primartrocknung: 8 Stunden bei - 10 °C und 80 kPa Druck gefolgt von 
Temperaturanstieg auf 10 °C uber 8 Stunden und 80 kPa Druck, 
Sekundartrocknung: 6 Stunden bei 30 °C und 10 kPa Druck. 



Die gewahlten Zubereitungen mit den unterschiedlichen Konzentrationen an 
rViscumin zeigen unter ausschlieRlicher Verwendung des Kryoprotektors Polysorbat 
80, der zur Stabilisierung von rViscumin wahrend des Gefriervorgangs geeignet ist, 
eine unzureichende Stabilisierung des Proteins nach Abschluss des 
Gefriertrocknungsprozesses (Figur 7). Die Stabilitat des rViscumin in dem 
Lyophilisat ist abhangig von der Wahl der Endkonzentration der wassrigen Losung, 
so steigt die Wiederfindung der Aktivitat von 50 % fur die Konzentration 1 0 A/g/ml auf 
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80 % fur die Konzentration 100 jug/ml. Das Beispiel zeigt deutlich, dass in alien 
rViscumin Konzentrationen der Zusatz geeigneter Lyoprotektoren sich vorteilhaft auf 
die Stabilitat der gefriergetrockneten Arzneiformen auswirken wird. 

Beispiel 24: Einfluss von Mannitol (Mannit) und Mannitol/Dextran auf die 
Stabilitat von rViscumin 

Die Zubereitungen von rViscumin (10 //g/ml) folgender Zusammensetzung 



Losung Mannit Mannit/Dextran 

rViscumin 10 //g 10 jjg 

Mannit 20 mg 20 mg 

Dextran T1 20 mg 

TRIS Base 12,1 mg 12,1 mg 
Salzsaure (1 N) zur Einstellung des pH auf 8,0 

Polysorbat 80 1 mg 1 mg 

Natrium EDTA 1 0 jjg 1 0 jjg 

Wasser zur Injektion ad 1ml ad 1ml 



werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekuhlt, anschlieBend getrocknet. 
Trocknungsprogramm: 

Primartrocknung: 8 Stunden bei - 10 °C und 80 kPa Druck gefolgt von 
Temperaturanstieg auf 10 °C uber 8 Stunden und 80 kPa Druck, 
Sekundartrocknung: 6 Stunden bei 30 °C und 10 kPa Druck. 

Durch den Zusatz einer suboptimalen Konzentration an Mannit von 2 % wird fur 
rViscumin eine Wiederfindung der Aktivitat von 61 % bestimmt (Figur 8). Mannit ist 
geeignet zur Stabilisierung von rViscumin, da es die Stabilitat der 
gefriergetrockneten rViscumin Losung 10 /yg/ml von 50 % auf 61 % anzuheben 
vermag. Eine Mischung von Mannit 2% und Dextran T1 2 % hat nach 
Gefriertrocknung eine Wiederfindung der Aktivitat von 74 % zur Folge, woraus 
geschlossen werden kann, dass auch Dextran allein einen positiven Einfluss auf die 
Stabilitat ausuben kann. 
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Beispiel 25: Einfluss von Dextran T1 auf die Stabilitat von rViscumin 

Die Zubereitungen von rViscumin (10//g/ml) folgender Zusammensetzung 



werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekuhlt, anschlieRend getrocknet. 
Trocknungsprogramm: 

Primartrocknung: 8 Stunden bei - 10 °C und 80 kPa Druck gefolgt von 
Temperaturanstieg auf 10 °C uber 8 Stunden und 80 kPa Druck, 
Sekundartrocknung: 6 Stunden bei 30 °C und 10 kPa Druck. 

Fur die suboptimale Konzentration von 2 % Dextran T1 wird eine Wiederfindung von 
89 % der Aktivitat von rViscumin gefunden. Die Stabilitat von rViscumin mit Dextran 
ist deutlich verbessert im Vergleich zu den Resultaten, die unter Verwendung des 
Gemisch Mannit/Dextran erhalten wurden. Ab einer Dextran Konzentration groBer/ 
gleich 4 % werden im Gefriertocknungsprozess stabile feste 
Arzneimittelzubereitungen erhalten. Dextran ist geeignet als Lyoprotektor fur 
rViscumin. 

Beispiel 26: Einfluss weiterer Lyoprotektoren 

Die Zubereitungen von rViscumin (10 ji/g/ml) folgender Zusammensetzung 
rViscumin 1 0 jjg 



rViscumin 



10A/g 

0 / 8 / 20 / 40 / 80 mg 
12,1 mg 

pH auf 8,0 

1 mg 
10 /yg 
ad 1 ml 



Dextran T1 



TRIS Base 



Salzsaure (1 N) zur Einstellung des 
Polysorbat 80 
Natrium EDTA 
Wasser zur Injektion 
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Lyoprotektor 
TRIS Base 

Salzsaure (1 N) zur Einstellung des 
Polysorbat 80 
Natrium EDTA 
Wasser zur Injektion 



80 mg mit Ausnahme von Mannit 20 mg 

12,1 mg 

pH auf 8,0 

1 mg 

10//g 

ad 1 ml 



werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekuhlt, anschlieBend getrocknet. 
Trocknungsprogramm: 

Primartrocknung: 8 Stunden bei - 10 °C und 80 kPa Druck gefolgt von 
Temperaturanstieg auf 10 °C uber 8 Stunden und 80 kPa Druck, 
Sekundartrocknung: 6 Stunden bei 30 °C und 10 kPa Druck. 

Die Eignung der Zubereitungen mit den Lyoprotektoren in Konzentrationen von 8 % 
Hydroxyethylstarke 450 (HES 450 8%), von 8 % G-Hydroxypropyl-Cyclodextrin (8- 
HP-CD 8%), von 8 % Hydroxyethylstarke 130 (HES 130 8%) und von 8 % Dextran 
T1 (TRIS 100 Dex T1 8%) und Mannit in einer Konzentration von 2 % (w/V) (Man 
2%) ist deutlich. Die erst genannten Zubereitungen zeigen nach 8 Stunden bei 60 
°C eine Wiederfindung an aktivem rViscumin von groBer 60 %, wahrend die 
Zubereitung mit Mannit unter diesen Bedingungen nur eine reduzierte Stress 
Stabilitat aufweist (Figur 10). 

Aus diesen Stress-Stabilitatsdaten konnen die Bedingungen fur die Distribution von 
Arzneimittel abgeleitet werden. Getrocknete rViscumin Arzneimittel miissen nicht in 
einer geschlossenen Kuhlkette, wie fur die wassrigen Zubereitungen erforderlich, 
transportiert werden. 

Beispiel 27: Vergleichende Lagerungsstabilitat von rViscumin Losung und 
rViscumin Pulver 

Die Zubereitung von rViscumin (10//g/ml) folgender Zusammensetzung: 



rViscumin 



10/yg 
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Dextran T10 80 mg 

TRIS Base 12,1 mg 

Salzsaure (1 N) zur Einstellung des pH auf 8,0 

Polysorbat80 1 mg 

Natrium EDTA 10^/g 

Wasser zur Injektion ad 1 ml 



werden zu 0,5 ml in Gefriervials gefullt und im Gefriertrockner mit einer Abkuhlrate 
von 3 K/Stunde auf -35 °C abgekiihlt, anschlieBend getrocknet. 
Trocknungsprogramm: 

Primartrocknung: 8 Stunden bei - 10 °C und 80 kPa Druck gefolgt von 
Temperaturanstieg auf 10 °C uber 8 Stunden und 80 kPa Druck, 
Sekundartrocknung: 6 Stunden bei 30 °C und 10 kPa Druck. 

Die Vials werden anschlieBend unter kontrollierten Bedingungen bei 2 - 8 °C 
gelagert. 

Die Zubereitung von rViscumin (1 //g/ml) folgender Zusammensetzung: 



rViscumin 1 /jg 
Natrium monohydrogenphosphat Dihydrat 17,8 mg 

Natrium dihydrogenphosphat Dihydrat 3,13 mg 

Natriumchlorid 37,5 mg 

Polyvidon K 17 1 mg 

Natrium EDTA 1 mg 

Wasser zur Injektion ad 1 ml 



wird in Glasampullen gefullt und unter kontrollierten Bedingungen bei 2 - 8 °C 
gelagert. Diese Zubereitung ist vergleichbar zu den wassrigen pharmazeutischen 
Zubereitungen von rViscumin beschrieben in EP 0 751 221 B1. 



rViscumin zeigt in dem gefriergetrockneten Pulver nach einer Lagerungsdauer von 
52 Wochen eine unveranderte Aktivitat Es ist kein Aktivitatsverlust zu detektieren. 
Die dem Stand der Technik entsprechende wassrige Zubereitung zeigt eine 
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Stabilitat nur uber einen kurzen Lagerungszeitraum und hat nach 6 Wochen 
Lagerung nur noch 70 % der Aktivitat (Figur 11). Es zeigt sich die deutliche 
Uberlegenheit der gefriergetrockneten Zubereitung. Aus diesen Daten kann auf 
langere Laufzeiten als 1 Jahr fur die Pulver formigen Arzneiformen von rViscumin 
geschlossen werden, wahrend die wassrige Zubereitung, die nach dem Stand der 
Technik formuliert wurde, nur eine kurze Laufzeit hat. 

Die vorgenannten Beispiele erlautem die beschriebene Erfindung. 

Verschiedene Dokumente werden im Text dieser Beschreibung zitiert. Der 
Offenbarungsgehalt der zitierten Dokument (einschliefilich aller Hersteller- 
beschreibungen, -angaben etc.) ist hiermit per Referenz Teil dieser Beschreibung. 
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Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung eines Arzneimittels, enthaltend ein Polypeptid, 
umfassend mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes Polypeptid 
Oder funktionelles Fragment oder Derivat dieses carbohydratbindenden 
Polypeptids, in einer langzeiWagerungsstabilen Form, dariiber hinaus 
gegebenenfalls enthaltend einen pharmakologisch vertraglichen Trager, 
umfassend den Schritt des Abkuhlens, Einfrierens, Spruhtrocknens oder 
Gefriertrocknens unter Erhalt der pharmakologischen Eigenschaften des 
Polypeptids in der Losung, wobei die Losung dadurch gekennzeichnet ist, 
daG der pH-Wert der Losung groBer als pH 6,0 ist und ein im Losungsmittel 
enthaltenes Puffersystem die Aufrechterhaltung dieses pH-Werts 
gewahrleistet. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, umfassend ein Polypeptid, enthaltend 

(a) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein 
funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches 
fusioniert ist mit einem zytotoxisch wirkenden Peptid zu einem 
Fusionsprotein; 

(b) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein 
funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches 
verbunden ist mit einem weiteren Polypeptid, welches eine 
enzymatische rRNA-N-Glycosidase Aktivitat besitzt; 

(c) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein 
funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches 
verbunden ist mit einem weiteren Polypeptid, bei dem eine 
enzymatische rRNA-N-Glycosidase Aktivitat durch eine andere 
zytotoxische Aktivitat ersetzt wurde; oder 

(d) das rekombinante carbohydratbindende Polypeptid oder ein 
funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptids, welches 
verbunden ist mit einem Fusionsprotein, umfassend ein Polypeptid mit 



WO 03/030866 



PCT/EP02/11093 



52 

einer enzymatischen rRNA-N-Glycosidase Aktivitat und/oder einer 
anderen zytotoxischen Aktivitat. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei das rekombinante carbohydratbindende 
Polypeptid die B-Kette eines Ribosomen-inaktivierenden Proteins ist. 

4. Verfahren nach Anspruch 2, wobei das weitere Polypeptid, welches mit der 
rekombinanten carbohydratbindenden Polypeptid verbunden ist, die A-Kette 
eines Ribosomen-inaktivierenden Proteins ist. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 3 und/oder 4, wobei das Ribosomen- 
inaktivierende Protein ein Ribosomen-inaktivierendes Protein des Typ II ist. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, wobei das Ribosomen-inaktivierende Protein 
des Typ II rViscumin ist. 

7. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei der pH-Wert der Losung 
zwischen 6,0 und 9,0 liegt. 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei der pH-Wert der Losung 
zwischen 7,5 und 8,5 liegt. 

9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 8, wobei das oder die Salze des 
Puffersystems in einem Endkonzentrationsbereich von 5 mM bis 200 mM 
eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei das oder die Salze des 
Puffersystems in einem Endkonzentrationsbereich von 100 mM bis 200 mM 
eingesetzt werden. 
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1 1 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 10 wobei das Oder die Salze des 
Puffersystems ausgewahlt ist/sind aus einer Gruppe umfassend: TRIS/HCI, 
TRICIN/HCI, HEPES/HCI, Ammoniumcarbonatpuffer, TRIS/GIutaminsaure 
und TRIS/Asparaginsaure. 

12. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 11, wobei zur Stabilisierung der 
pharmakologischen Eigenschaften des Polypeptids die Losung eine oder 
mehrere, oberflachenaktive Substanzen enthalt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die oberflachenaktiven Substanzen 
nicht-ionische Tenside sind und in einer Endkonzentrationsbereich von 0,01 
bis 5,0 % eingesetzt werden. 

14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die nicht-ionischen Tenside ausgewahlt 
sind aus der Gruppe umfassend: Fettalkohole, Partialglyceride, Polysorbate, 
Polyoxyethylenfettsaureether und -fettsaureester, Poloxamere 
(Polyoxypropylen-Polyoxyethylen-Blockpolymere), Saccharidfettsaureester, 
Polyoxyglycerolfettsaureester und Phosphatide. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Polysorbate ausgewahlt sind aus der 
Gruppe umfassend Polysorbat 80, Polysorbat 20 und Polyoxyethylen- 
sorbitolether. 

16. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Polyoxyethylenfettsaureether und 
-fettsaureester Macrogolether oder Macrogolester sind. 

17. Verfahren nach Anspruch 14, wobei das Poloxamer Pluronic F68, Poloxamer 
166 oder Poloxamer 188 ist. 

18. Verfahren nach Anspruch 14, wobei die Phosphatide Lecithine sind. 
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19. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die oberflachenaktiven Substanzen 
amphotere Tenside sind und in einer Endkonzentrationsbereich von 0,01 bis 
5,0 % eingesetzt werden. 

20. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 19, wobei der Losung fur eine 
Gefriertrocknung ein oder mehrere Lyoprotektoren in einem Endkonzen- 
trationsbereich von 0,1 bis 20 % und/oder Kryoprotektoren in einem End- 
konzentrationsbereich von 0,01 bis 1,0 % zugesetzt sind. 

21. Verfahren nach Anspruch 20 wobei die Lyoprotektoren in einem End- 
konzentrationsbereich von 4,0 bis 10 % und/oder die Kryoprotektoren in 
einem Endkonzentrationsbereich von 0,05 bis 0,1 % zugesetzt werden. 

22. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei die Lyoprotektoren ausgewahlt 
sind aus der Gruppe umfassend: 

a) niedermolekulare Saccharide wie Glucose, Trehalose und Sucrose; 

b) Hexite wie Mannitol (Mannit) und Sorbitol (Sorbit); 

c) oligomere und polymere Saccharide wie cyclisches beta- 
Hydroxypropylcyclodextrin, Cyclodextrine, Cellulose, Starke, Carboxy- 
amylopektin, Chitosane und deren Derivate; 

d) anorganische Gelbildner wie Bentonite und Siliciumdioxid; und 

e) synthetische Polymere wie Polyvinylpyrrolidone und Polyacrylate. 

23. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei der Lyoprotektor oder die 
Lyoprotektoren Dextran ist oder Dextrane sind. 



24. Verfahren nach Anspruch 20 oder 21, wobei als Kryoprotektoren ionische 
Substanzen verwendet werden. 
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25. Verfahren nach Anspruch 24, wobei die ionischen Substanzen ausgewahlt 
sind aus der Gruppe umfassend Natriumchlorid, Natriumsulfat, Kaliumchlorid 
und Kaliumsulfat. 

26. Verfahren nach einem der Anspruche 20 bis 25, wobei die Lyoprotektoren 
und Kryoprotektoren bei der Gefriertrocknung amorphe Strukturen bilden. 

27. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 26, wobei die Stabilisatoren 
Aminosauren sind, die in einer Endkonzentration von 0,01 bis 50 mg/ml 
eingesetzt werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, wobei die Aminosauren ausgewahlt sind aus 
der Gruppe umfassend saure Aminosauren wie Glutaminsaure und 
Asparaginsaure, die basische Aminosaure Arginin und die neutrale 
Aminosaure Valin. 

29. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 28, wobei das Polypeptid, 
umfassend mindestens ein rekombinantes carbohydratbindendes Polypeptid 
Oder funktionelles Fragment oder Derivat dieses Polypeptides, in einer 
Endkonzentration von 10ng/ml bei 10mg/ml eingesetzt wird. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, wobei das Polypeptid in einer Endkonzentration 
von 100 ng/ml bis 1 mg/ml eingesetzt wird. 

31 . Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, daruber hinaus umfassend 
die Weiterformulierung oder Rekonstitution des Arzneimittels als waBrige 
oder nicht-waBrige Losung. 



32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei das Arzneimittel als Injektions-, 
Instillations- oder Infusionslosung weiterformuliert wird. 
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33. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, daruber hinaus umfassend 
die Weiterformulierung oder Rekonstitution des Arzneimittels zur 
gastrointestinale, oralen, nasalen, pulmonalen, dermalen, transdermalen Oder 
lokalen Anwendung. 

34. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 31, daruber hinaus umfassend 
die Weiterformulierung des Arzneimittels zu Saft, Kapseln, Tabletten, 
Zapfchen, oder Gelen. 

35. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 30, daruber hinaus umfassend 
die Weiterformulierung des Arzneimittels zu einem Pulver zur Inhalation, 
welches in einem Inhalator verabreicht wird. 

36. Arzneimittel, hergestellt nach einem der Verfahren nach Anspruch 1 bis 35. 
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